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 1. Einleitung 
 
 1.1 Das Mammakarzinom 
 
 1.1.1 Epidemiologie 
Den aktuellen Zahlen des Robert Koch Instituts zu Folge stellt das Mammakarzinom mit 
rund 1/3 aller Krebsneuerkrankungen die häufigste Tumorentität der Frau dar. In den 
letzten Jahren nahm die Häufigkeit der Neuerkrankungen stark zu. 2008 lag die Inzidenz 
bei 123,1/100.000 Frauen, womit in etwa jede achte Frau betroffen war. Ein Gipfel der 
altersspezifischen Erkrankungsrate zeigt sich im Bereich der 65-69jährigen Patientinnen 
(Erkrankungsrate 2007/2008 von 409,6/100.000 Patientinnen). Nach Einführung des 
Mammographie-Screenings im Jahre 2005 zeichnete sich ein deutlicher Sprung in der 
Inzidenz ab, da die Tumoren nun in einem früheren Stadium detektiert werden konnten 
und somit die Zahl der erfassten Tumoren anstieg. Die Mortalitätsrate lag 2008 in 
Deutschland bei 24,6/100.000 Frauen (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2012, S. 64), zeigt sich jedoch in 
den letzten 20 Jahren rückläufig (Malvezzi et al. 2012). Einen großen Beitrag hierzu 
leisteten die zahlreichen Forschungsansätze zur besseren Klassifizierung und zur 
spezifischeren, zielgerichteten Therapie des Mammakarzinoms. 
 
 1.1.2 Ätiologie 
Bei der Entstehung von Brustkrebs spielen sowohl endogene als auch exogene 
Faktoren eine Rolle. Zu den bekannten Risikofaktoren zählen unter anderem 
zunehmendes Alter, eine positive Familienanamnese, eine frühe Menarche, späte 
Menopause, späte Schwangerschaft, Nulliparität, vorausgegangene gutartige 
Brusterkrankungen sowie atypische Hyperplasien und das lobuläre Carcinoma in situ. 
Zur Risikostratifizierung bei positiver Familienanamnese wird zwischen einer 
genetischen Prädisposition und  einem gehäuften Auftreten von Mammakarzinomen 




Mammakarzinome liegt eine genetische Ursache im Sinne einer BRCA-Mutation vor. 
Die Betroffenen weisen ein Lebenszeitrisiko von 50-80% für die Erkrankung an 
Mammakarzinom, 60% für die Entstehung eines kontralateralen Mammakarzinoms 
sowie 15-25% für die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms auf (Goldberg und Borgen 
2006). Bezüglich der Risikofaktoren spielt der Einfluss einer langen endogenen 
Östrogeneinwirkung eine wichtige Rolle, wie sie bei früher Menarche und später 
Menopause zu finden ist (Yager und Davidson 2006). Auch für exogene Östrogene, die 
z.B. im Rahmen einer postmenopausalen Hormonersatztherapie Anwendung finden, 
konnte ein nachfolgend erhöhtes Risiko für die Entstehung eines Mammakarzinoms 
nachgewiesen werden. Den größten Einfluss scheint hierbei jedoch eine kombinierte 
Therapie mit Östrogenen und Gestagenen aufzuweisen (Breast cancer and hormone-
replacement therapy in the Million Women Study 2003; Gapstur et al. 1999). 
 
 1.1.3 Therapieoptionen 
Zur Behandlung des Mammakarzinoms stehen verschiedene Therapieoptionen zur 
Verfügung, sodass ein individualisiertes Therapiekonzept im Rahmen einer 
interdisziplinären Tumorkonferenz für die jeweilige Patientin zusammengestellt werden 
kann. Das Therapiespektrum reicht von der operativen Entfernung des Tumors über 
eine strahlentherapeutische bis hin zur chemotherapeutischen Behandlung oder einer 
Kombination dergleichen. Zur medikamentösen Therapie stehen endokrine 
Therapeutika und Anti-Her2-Antikörper sowie beim metastasierten Mammakarzinom 
zusätzlich Tyrosinkinase-Inhibitoren und Angiogenese-Hemmer zur Verfügung. Zur 
endokrinen Therapie zählen GnRH-Analoga, selektive Östrogenmodulatoren, 
Aromatasehemmer und reine Östrogenrezeptorantagonisten, welche bei Patientinnen 
mit Östrogen- und/oder Progesteronrezeptor-positiven Tumoren zum Einsatz kommen 





 1.1.4 Prognostische und prädiktive Faktoren 
Mithilfe von Prognosefaktoren wird versucht, das individuelle Risiko einer Patientin zu 
ermitteln, um dadurch den Nutzen einer systemischen Therapie genauer definieren zu 
können und eine Über- oder Untertherapie zu vermeiden. Die Prognosefaktoren 
beschreiben also die Wahrscheinlichkeit, mit der die Patientin ohne neoadjuvante 
Therapie mit einer Metastasierung und Rezidivierung des Tumors rechnen muss. Zu 
den etablierten Prognosefaktoren gehören der TNM-Status inklusive Tumorgröße und 
Lymphknotenbefall, das Grading, der histologische Tumortyp, das Auftreten einer 
Gefäßinvasion und der Hormonrezeptorstatus. Die Expression des Ki-67-Antigens, 
Her2/neu-Onkoproteins sowie das Verhältnis von Plasminogenaktivator uPA und 
Plasminogenaktivatorinhibitor PAI-1 stellen daneben neuere Prognosefaktoren dar. 
Unter prädiktiven Faktoren werden Kriterien verstanden, die eine Aussage über den 
Effekt einer spezifischen Therapie treffen können. Zu solchen Prädiktoren zählen das 
Alter und der Menopausenstatus der Patientin, der Hormonrezeptorstatus, die Her2/neu-
Expression sowie der Nachweis von Proliferationsmarkern, wie MIB-1, Ki-67 und 
uPA/PAI-1 (Kreienberg 2010).  
 
 1.1.5 Hormonrezeptorstatus  
Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus wird für alle invasiven Karzinome mittels  
Immunhistochemie und bevorzugt an Stanzbiopsien empfohlen (Leitlinienprogramm 
Onkologie der AWMF et al. 2012; Hammond et al. 2010). Hierbei ist zu beachten, dass 
ungefähr 20% der immunhistochemischen Bestimmungen weltweit als fehlerhaft 
einzustufen sind, meist aufgrund von Variationen innerhalb von präanalytischen 
Variablen, Angaben der Positivitätsschwelle und Interpretationskriterien. Daher ist ein 
Vorgehen nach bestimmten Algorithmen empfehlenswert (Hammond et al. 2010). Für 
die immunhistochemische Bestimmung der Rezeptoren stehen zwei anerkannte Scores 
zur Verfügung. Zum einen der internationale Allred-Score (Harvey et al. 1999) und zum 
anderen der in Deutschland etablierte immunreaktive Score  nach Remmele und 
Stegner (Remmele und Stegner 1987). Beide Scores bewerten den prozentualen Anteil 




immunhistochemischen Färbereaktion. Für die Klassifikation als rezeptorpositiver Tumor 
wird ein Anteil von mindestens 1% rezeptorpositiver Zellkerne erfordert (Goldhirsch et al. 
2011; Hammond et al. 2010). Während zunächst hauptsächlich dem Östrogenrezeptor 
(ER) ein hoher prädiktiver Vorhersagewert zugesprochen wurde (Osborne et al. 1980), 
erfolgte in den 1980er Jahren eine prospektive Studie zur Bedeutung des 
Progesteronrezeptors (PR) als prädiktiver Marker. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 
erhöhte PR-Level signifikant mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens 
auf Tamoxifen, einer längeren Zeit bis zum Versagen der Therapie und einer längeren 
Überlebenszeit korrelieren (Ravdin et al. 1992).  
Auch weitere Studien konnten die Bedeutung des Progesteronrezeptors für das 
Outcome sowie für die Entscheidung zur Durchführung einer endokrinen Therapie 
bestätigen (Hammond et al. 2010). Folglich wurde der Bestimmung des 
Progesteronrezeptorstatus eine signifikante Verbesserung des prädiktiven 
Aussagewertes gegenüber der alleinigen Östrogenrezeptorbestimmung zugesprochen 
(Bardou 2003). Anfangs wurde vermutet, dass dem Progesteronrezeptor eine 
östrogenrezeptorabhängige Synthese zugrunde liege und somit PR-Negativität auf 
einen defekten ER-Signalweg schließen lasse (Horwitz und McGuire 1975). 
Retrospektiv konnte jedoch nachgewiesen werden, dass einige PR-negative Tumoren 
dennoch auf eine endokrine Therapie ansprechen (Osborne et al. 2005). Ebenso wurde 
ein kleiner Anteil an ER-/PR+ Tumoren gefunden, die ein besseres Ansprechen auf eine 
Hormontherapie als ER-/PR- Tumoren zeigen. Doppelpositive, also ER+/PR+ Tumoren, 
zeigen einen höheren Benefit durch adjuvante Tamoxifen-Therapie als ER+/PR- 





 1.1.6 Genexpressionsanalysen 
Mittels Genexpressionsanalysen durch cDNA-Mikroarrays, welche eine simultane 
Untersuchung von Genen ermöglichen, lässt sich das heterogene Mammakarzinom in 
verschiedene Subtypen einteilen. Diese Einteilung dient einer Verbesserung der 
prognostischen und prädiktiven Aussagemöglichkeit (Perou et al. 2000; Sorlie 2001; 
Kreienberg 2010). Alternativ kann mittels Immunhistochemie eine Annäherung an diese 
intrinsischen Subtypen erfolgen. Hierbei muss die Möglichkeit zur verlässlichen 
Messung der Einzelkomponenten gegeben sein, was sich am besten durch das 
Vorgehen nach Guidelines erreichen lässt (Goldhirsch et al. 2011; Hammond et al. 
2010).  
Anhand der Subtypen, wie sie in Tabelle 1 klassifiziert sind, kann eine 
Therapieentscheidung orientiert werden. Beispielsweise wird eine alleinige endokrine 
Therapie für Luminal-A-Subtypen, eine Kombination aus endokriner und 
chemotherapeutischer Behandlung für Luminal-B-Subtypen sowie eine zusätzliche anti-
Her-2-Therapie bei HER-2-Positivität und eine Chemotherapie bei den meisten dreifach-
negativen Karzinomen vorgeschlagen (Goldhirsch et al. 2011). Es folgten weitere 
retrospektive Untersuchungen verschiedener Genexpressionsprofile mittels Microarray, 
z.B. MammaPrint (van't Veer et al. 2002; Wang et al. 2005; Knauer et al. 2010), oder 
qRT-PCR, z.B. durch den in den USA bereits zugelassene Test Oncotype DX (Paik et al. 
2004; Paik et al. 2006). Dies ermöglicht eine Aussage über das Ansprechen des Tumors 
gegenüber einer chemotherapeutischen Behandlung und das Outcome der Patientinnen 
zu treffen (Lee 2005). Weitere prospektive Studien wurden bereits begonnen und 
werden nötig sein, um die Nutzung von Genexpressions-Tests zur Prädiktion weiter zu 
validieren und zu etablieren (Goncalves und Bose 2013). Die Arbeitsgemeinschaft 
Gynäkologische Onkologie (AGO) empfiehlt bisher keinen standardisierten Einsatz 
solcher Gentests bis weitere Studienergebnisse vorliegen, während sich der St. Gallen 
Konsensus für den Einsatz des Oncotype DX–Tests zur Einschätzung der 





Tabelle 1 Einteilung der intrinsischen Subtypen nach Goldhirsch et al. 2011 
Luminal A ER und/oder PR positiv 
HER-2 negativ  
Niedrige Expression von Ki-67  
Luminal B  
(Her2-negativ) 
ER und/oder PR positiv 
HER-2 negativ 
Hohe Expression von Ki-67  
Luminal B 
(Her2-positiv) 
ER und/oder PR positiv 
HER-2 überexprimiert oder –amplifiziert 
Beliebige Expression von Ki-67 
Erb-B2 
Überexpression 
HER-2 positiv (Nicht-Luminal-Typ) 
HER-2 überexprimiert oder -amplifiziert 
ER und PR negativ 
“basal-like” Dreifach negativ (duktal) 
HER-2 negativ 
ER und PR negativ 
 
 
 1.2 Der Progesteronrezeptor und seine Spleißvarianten 
 
 1.2.1 Aufbau 
Über den Progesteronrezeptor und seinen mittels Wachstumsfaktor initiierten 
Signalübertragungsweg wird die epitheliale Proliferation im Zuge der Alveologenese in 
der Brustentwicklung angestoßen. Ebenso wirken Progesteronrezeptor-abhängige 
Signalwege bei der pathologischen Proliferation im Rahmen der Brustkrebsentstehung 
mit (Hagan et al. 2012). 
Der Progesteronrezeptor gehört zur Gruppe der Steroidrezeptoren und damit zur 




durch die Bindung ihrer Liganden aktiviert werden (Kastner et al. 1990). Die Bindung der 
Liganden führt zu einer Konformationsänderung mit folgender Translokation des 
Rezeptors in den Nukleus, anschließender Dimerisation des Rezeptors und Interaktion 
mit spezifischen PREs (progesterone responsive elements) im Bereich der 
Promotorregion der DNA, einer spezifischen Nukleotidabfolge. Daneben sind auch PRE-
unabhängige Effekte bekannt, zum Beispiel durch Interaktionen mit Co-Faktoren, die zu 
einer veränderten Genexpression führen (Li et al. 2004). Das Gen, welches für den 
Progesteronrezeptor kodiert, ist auf Chromosom 11q22-23 zu finden. 
Das Gen besteht aus acht Exons, die jeweils für eine spezifische funktionelle Domäne 
des Rezeptors kodieren und sieben nicht-kodierenden Introns (Rousseau-Merck et al. 
1987). Als nukleärer Rezeptor beinhaltet der Progesteronrezeptor eine DNA-
Bindungsdomäne (DBD), die spezifische Neukleotidabfolgen der DNA erkennt, eine 
Liganden-Bindungsdomäne (LBD) für die Bindung der Steroidrezeptoren, eine Amino-
Terminale-Domäne (NTD), die eine regulierende Wirkung aufweist, und eine Hinge-
Region zwischen der DBD und LBD, welcher eine Rolle in der Dimerisierung und 
Ligandenbindung zukommt. Des Weiteren sind drei AFs (activation functions) mit 
regulierender Wirkung auf die Transkription von Genen vorhanden. AF1 innerhalb der 
NTD, AF2 innerhalb der LBD (Aranda und Pascual 2001) und AF3 im sogenannten „B-
upstream segment“ (BUS) (Sartorius et al. 1994). Abbildung 1 zeigt die schematische 
Darstellung der beschriebenen Domänen eines nukleären Rezeptors. Die A/B-Region 
enthält hierbei die AF-1, Region C beinhaltet die DBD und Region D bildet die 
Verbindung zur E/F-Region, welche die LBD sowie AF-2 einschließt. 
 
 





 1.2.2 PR-Isoformen 
Das PR-Gen kodiert für die zwei Hauptisoformen des Progesteronrezeptors PR-A und 
PR-B, jedoch unter Verwendung unterschiedlicher östrogenabhängiger Promotoren 
innerhalb von Exon 1. PR-A entspricht dabei einer am N-Terminus um 164 Aminosäuren 
gekürzten Form von PR-B (Kastner et al. 1990). Diese für PR-B spezifische Region 
entspricht dem sogenannten „B-upstream segment“ (BUS), welches den dritten 
Aktivierungsfaktor „AF3“ enthält (Sartorius et al. 1994) und damit durch erhöhte Bindung 
von Co-Regulatoren die PR-B Isoform zu einem stärkeren Transkriptionsaktivator macht. 
Ebenso verdeckt das BUS eine inhibitorische Domäne (ID), welche zur Autoinhibition 
der PR-A Funktion genutzt wird (Giangrande et al. 1997). Neben diesen beiden 
Isoformen existiert eine weitere am N-Terminus gekürzte Form PR-C, welcher zusätzlich 
der erste Zinkfinder der DBD fehlt (Wei et al. 1990). Dadurch besteht zwar noch die 
Möglichkeit der Hormonbindung, jedoch nicht zur Bindung des PR-C an PRE’s (Cork et 
al. 2008). Des Weiteren zeigen in vitro Studien, dass PR-C einen Einfluss auf die 
Aktivität der beiden anderen Isoformen hat (Wei et al. 1996). Abbildung 2 zeigt den 
schematischen Aufbau dieser PR-Isoformen.  
 
 
Abbildung 2 Schematische Darstellung des PR-Gens mit seinen Isoformen PR-A, PR-B und PR-C (Cork et al. 2008) 
 
Im gesunden Brustgewebe findet man üblicherweise eine ähnlich hohe Expression der 
beiden Isoformen PR-A und PR-B. In manchen Brustkrebsgeweben besteht hingegen 
ein Ungleichgewicht dieser Expressionen, welches die Ansprechbarkeit gegenüber 




der Therapie zu spielen scheint. So konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte PR-A/PR-
B Ratio mit einer vermehrten Rückfallquote nach der Behandlung mit Tamoxifen 
assoziiert ist (Hopp et al. 2004). 
 
 1.2.2 Alternatives Spleißen 
Bereits in den 1980er Jahren wurde der Prozess des alternativen Spleißens 
beschrieben, als herausgefunden wurde, dass membrangebundene und sezernierte 
Antikörper durch das gleiche Gen codiert werden (Alt et al. 1980). Eine bedeutende 
Entdeckung hierfür war ein Homologon des menschlichen „Dscam“ (down syndrome cell 
adhesion molecule)-Gens im Genom der Drosophila melanogaster, welches bis zu 
38.016 verschiedene mRNA-Isoformen aufweist (Schmucker et al. 2000). Neuere 
Studien zeigen mittels Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung, dass 95-100% der 
menschlichen prä-mRNAs Sequenzen enthalten, die für mehrere Exons kodieren und 
somit in verschiedene mRNAs umgeschrieben werden (Nilsen und Graveley 2010; 
Wang et al. 2008; Pan et al. 2008). Schätzungen zufolge werden damit 60% der 
menschlichen Gene durch alternatives Spleißen beeinflusst (Lander et al. 2001). 
Der Aufbau der präkursorischen (prä-)mRNA lässt sich durch eine Abfolge von 
kodierenden Exons sowie nicht-kodierenden Introns beschreiben. Beim Spleißen 
werden die als Intron erkannten Abschnitte vom Spleißosom herausgeschnitten, 
wodurch die reife mRNA entsteht, welche zur Proteintranslation aus dem Zellkern 
geschleust wird. Alternatives Spleißen beschreibt das alternierende Entfernen oder 
Beibehalten von Intron- und Exonsequenzen beim Erstellen der mRNA und führt damit 
zu einer Vielfalt an Proteinen (Matlin et al. 2005; Nilsen und Graveley 2010).  
Es gibt grundlegende Module, die beim alternativen Spleißen verwendet werden, welche 
in Abbildung 3 dargestellt sind. Gene, die nur für eine geringe Anzahl an mRNA-
Isoformen kodieren, nutzen meist nur eines oder zwei dieser Module. Dazu zählen die 
Wahl einer alternativen 5´-Spleißseite, einer alternativen 3´-Spleißseite, Einschluss oder 






Abbildung 3 a) Darstellung der präkursorischen mRNA mit ihren enthaltenen Exon- und Intron Enhancer Elements (ESE, 
ISE), welche die Nutzung verschiedener Spleißseiten fördern, sowie Exon- und Intron Silencer Elements (ESS, ISS), welche durch 
Bindung an bestimmte Proteine eine solche Nutzung inhibieren; des Weiteren sind Speiß-Faktoren (SFs) dargestellt, die an 
regulatorische Elemente der mRNA binden. 3b) Die verschiedenen Modelle des Alternativen Spleißens mit i) normalem Spleißen 
durch Entfernen der Introns 1,2 und 3; ii) Deletion eines kompletten Exons, hier Exon 2; iii) sich gegenseitig ausschließende Exons; 
entweder Exon 2 oder Exon 3 wird entfernt, jedoch treten niemals beide Exons zusammen auf; iv) Retention eines Introns, hier 
Intron 2; v) partielle Deletion von Exons durch kryptische Spleißstellen. (Cork et al. 2008) 
 
Das klassische Spleißosom erkennt zwei Spleißseiten, einmal eine 5´Donor-Seite, die 
mit einem GU-Dinukleotid beginnt, und eine 3´Acceptor-Seite, die mit einem AG-
Dinukleotid endet (Srebrow 2006). Es ist für die meisten Spleiß-Prozesse verantwortlich. 
Daneben gibt es eine zweite Art von Spleißosom, welches die Dinukleotide AU und AC 
als Spleißseiten wahrnimmt (Tarn und Steitz 1996).  
Das Spleißosom besteht aus verschiedenen Untereinheiten, die unterschiedliche 
Abschnitte der prä-mRNA erkennen und untereinander sowie mit weiteren 
Proteinfaktoren interagieren können (Sharp 1997). Die Affinität der mRNA zum 
Spleißosom kann sich durch eine veränderte Nukleotidabfolge an der Spleißseite 
verändern. Darüber hinaus modulieren die sogenannten „Enhancer“ und „Silencer“ 
innerhalb der Exons oder Introns den Spleiß-Prozess, indem sie die Nutzung der 




inhibieren. Viele Mutationen genetischer Erkrankungen zeigen einen solchen Effekt auf 
den Spleiß-Prozess, durch den es zu Veränderungen innerhalb der Proteinsynthese 
kommt (Srebrow 2006).  
Zu den regulierenden Faktoren der Spleiß-Events zählen die SR-Proteine und hnRNPs 
(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins). Die SR-Proteine binden an spezifische 
Sequenzen der RNA, um den Spleiß-Mechanismus zu aktivieren und die Spleißosom-
Untereinheiten anzulocken (Lin und Fu 2007). Die hnRNPs hingegen scheinen durch 
ihre RNA-Bindung und Interaktionen das Spleißen der RNA zu unterdrücken (Martinez-
Contreras et al. 2007). Es agieren folglich einerseits die Enhancer und die SR-Proteine 
als Aktivatoren der Spleiß-Events sowie andererseits die Silencer und hnRNPs als 
Inhibitoren (Nilsen und Graveley 2010). Daneben bestehen viele weitere Faktoren, die 
einen Einfluss auf den Prozess des alternativen Spleißens haben. So ist zum Beispiel 
bekannt, dass die Chromatinstruktur der DNA eine große Dynamik aufweist und damit 
die Transkriptionsrate beeinflussen kann, was wiederum einen Einfluss auf die Modelle 
des Alternativen Spleißens zu haben scheint (Alló et al. 2009). Das alternative Spleißen 
beschreibt also einen sehr komplexen Prozess, der sich aus dem Zusammenspiel einer 
großen Anzahl von Faktoren zusammensetzt. 
 
 1.2.3 Spleißvarianten 
Das Vorkommen verschiedener Varianten durch alternatives Spleißen  wurde auch in 
Bezug auf den Progesteronrezeptor untersucht. Hierbei konnten Varianten mit 
Beibehaltung von Intron-Sequenzen (Hirata et al. 2000, 2002b) nachgewiesen werden 
sowie Varianten mit Verlust eines oder mehreren Exons (Misao et al. 1998; Richer et al. 
1998; Nagao et al. 2003; Springwald et al. 2010) oder auch nur einer Teilsequenz eines 
Exons (Balleine 1999; Hisatomi et al. 2003). 
Ein neues vor Exon 4 lokalisiertes Exon S wurde beschrieben, welches im 
Spermatozoon sowie in endometrialem Gewebe entdeckt wurde. Es wird vermutet, dass 
Proteine, die durch diese erweiterte Sequenz entstehen, eine veränderte Länge des 
Carboxy-Terminus der Progesteronbindungsstelle und zudem einen Verlust der NTD 




dürfte die Möglichkeit zur Dimerisierung jedoch bestehen bleiben (Hirata et al. 2000). 
Ein zweites vor Exon 4 eingeschobenes Exon stellt Exon T dar. Da beide neuen Exons 
kein eigenes Startcodon besitzen und sich in ihrer Lokalisation entsprechen, kodieren 
sie vermutlich für die gleichen Proteine (Hirata et al. 2002b). In einer Studie konnten in 
endometrialem Karzinom- sowie Normalgewebe die sogenannten Exons i45a und i45b 
erfasst werden, die zwischen Exon 4 und Exon 5 eine zusätzliche 232bp lange Sequenz 
darstellen. Die abgeleiteten Proteine dürften die Domänen A und B, die DBD, die Hinge-
Region, das NLS sowie 1/3 der aminoterminalen Bindungsdomäne und die zusätzlichen 
13 Aminosäuren enthalten, während eine Leserahmenverschiebung zum Verlust der 
LBD führen würde (Yamanaka et al. 2002). 
Alternative Spleißvarianten, die sich durch das Fehlen eines oder mehrerer Exons 
auszeichnen, wurden in einer größeren Zahl beobachtet. So zeigte sich der Verlust von 
Exon 2 als Variante PRΔ2 in Brustkrebszellen, deren Protein den N-Terminus enthalten, 
aber nicht den ersten Zinkfinger der DBD. Durch Leserahmenverschiebung mit 
frühzeitigem Stopp-Codon käme es zum Verlust der LBD (Richer et al. 1998). Das 
Fehlen von Exon 3 (PRΔ3) würde zum Fehlen des zweiten Zinkfingers der DBD führen 
(Cork et al. 2008). Exon 4 kodiert für die Hinge-Region des PR (Hill et al. 2012), so dass 
dessen Beseitigung  in PRΔ4 zu einem Protein ohne NLS und proximalen Teil der LBD 
führen würde (Richer et al. 1998). Das Protein von PRΔ6 wäre im Zentrum der HBD 
gekürzt, ebenfalls im Rahmen eines frühzeitigen Stopp-Codons. Eine funktionelle LBD 
würde somit fehlen, die NLS und damit die Fähigkeit zur Dimerisierung und zur DNA-
Bindung bliebe erhalten (Richer et al. 1998).  
Die LBD würde man auch bei einem Protein des PRΔ7 missen, während ebenfalls die 
NLS und DBD sowie AF-1 und AF-3 erhalten blieben und somit eine 
hormonunabhängige Aktivität des Rezeptors möglich wäre (Springwald et al. 2010). 
Neben diesen einfachen Deletionen von Exons, wurde auch das Fehlen mehrerer Exons 
in einigen PR-Varianten festgestellt. Diese PR-Varianten würden eine Kombination aus 
den oben beschriebenen Eigenschaften beinhalten.  
So würde PRΔ2+3 eine PBD und das NLS besitzen, während ein Teil der DBD fehle. 




gelangen (Cork et al. 2008). Weitere Varianten mit multiplen Exon-Deletionen sind 
PRΔ3+4 (Misao et al. 2000), PRΔ3+6 (Leygue et al. 1996), PRΔ4+5 (Springwald et al. 
2010), PRΔ4+6 (Misao et al. 1998), PRΔ5+6 (Leygue et al. 1996), PRΔ6+7 (Springwald 
et al. 2010), PRΔ3+4+5 (Springwald et al. 2010), PRΔ4+5+6 (Misao et al. 1998) und 
PRΔ3+4+5+6 (Misao et al. 2000).  
Die DBD besteht aus Zinkfingern. Nur eine sehr begrenzte Zahl von Aminosäuren 
innerhalb der Gelenkregion der Zinkfinger ist entscheidend für die spezifische 
Erkennung von PREs (Kastner et al. 1990, S. 1603). Fehlt die DBD, ist das Protein zwar 
unfähig an die DNA zu binden und als Transkriptionsfaktor zu wirken, dennoch bleiben 
ihm aber durch die anderen Domänen Möglichkeiten zur Interaktion erhalten. Fehlt den 
Varianten hingegen die LBD, so besitzen sie dennoch die Fähigkeit an PREs der DNA 
zu binden (Bain 2001). Die Hinge-Region beinhaltet das NLS („nuclear location signal“) 
und ist damit für die Translokation in den Zellkern verantwortlich. Ist beim Fehlen der 
Hinge-Region jedoch die HBD intakt, so kann das Protein zum Beispiel durch 
Dimerisierung mit dem wild-type PR dennoch indirekt in den Nukleus gelangen und eine 
veränderte Rezeptorantwort hervorrufen (Richer et al. 1998). Die Varianten PRΔ4, PRΔ6 
und PRΔ5+6 werden in diesem Zusammenhang als dominant-negative Inhibitoren der 
Transkription von wild-type PRA und PRB beschrieben (Richer et al. 1998).  
Darüber hinaus scheinen manche Varianten sehr speziell für bestimmte Gewebearten 
zu sein. So wird beispielsweise der PRΔ3+6 bisher nur in Brustkrebsgewebe gefunden, 
jedoch nicht in endometrialem Gewebe (Misao et al. 1998). In gesundem Ovarialgewebe 
konnten bisher keine PRΔ4+6 und PRΔ4+5+6 Varianten nachgewiesen werden (Misao 




 2. Fragestellung 
 
Der Progesteronrezeptor hat sich mittlerweile zu einem starken prädiktiven Marker beim 
Mammakarzinom etabliert, da PR-positive Patientinnen eine bessere Ansprechrate auf 
eine endokrine Therapie zeigen (Osborne et al. 2005). 
Cork et al. konnten zeigen, dass alternativ gespleißte mRNA des Progesteronrezeptors 
in als PR-negativ klassifiziertem Mammakarzinomgewebe zu finden ist und sich die 
Varianten in ihrer potenziellen Funktion Progesteron und DNA zu binden sowie mit 
einem nukleären PR-Cofaktor zu interagieren unterscheiden (Cork et al. 2012, S. 2329). 
Diskrepanzen zwischen dem ER/PR-Status und der Ansprechbarkeit auf eine 
Hormontherapie könnten auf der Präsenz solcher PR-Varianten beruhen (Cork et al. 
2008), die mittels der derzeitig verwendeten Antikörper entweder nicht detektiert werden 
oder von den Isoformen des PR nicht zu unterscheiden sind (Hanley et al. 2009; Richer 
et al. 1998). 
In dieser Arbeit wirde die Bedeutung der verschiedenen Spleißvarianten des 
Progesteronrezeptors für das Mammakarzinom eruiert. Hierzu wurde die Expression der 
verschiedenen Spleißvarianten mittels qRT-PCR ermittelt und die Proben auf das 
Vorliegen von sich wiederholenden Expressionsprofilen untersucht. Um einen 
Zusammenhang zwischen der Expression dieser Varianten und der prognostischen 
Bedeutung für die Mammakarzinom-Patientinnen zu analysieren, wurden die 
Expressionsdaten auf einen möglichen Zusammenhang mit wichtigen Prognosefaktoren 
sowie tumorbezogenen Markern (Bcl-2, STK-15, MYBL-2, Ki-67, Her-2-neu, PTEN und 
weitere ) geprüft. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu zeigen, dass eine Genanalyse 
auf bestimmte Spleißvarianten, z.B. mittels Microarray, zu einer Optimierung der 




 3. Materialien   
 
Während den Untersuchungen wurden folgende in Tabelle 2 aufgeführten Materialien 
verwendet. 
 
Tabelle 2 Verwendete Materialen 
 Reagenzien/Geräte Hersteller, Ort 
cDNA Synthese Random primer Invitrogen, Karlsruhe, D 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim, D 
RNasin Promega, Mannheim, D 
Ultra pure water Gibco, Invitrogen® , 
Carlsbad, USA 
MLV-Puffer Promega, Mannheim, D 
dNTP-Mix Fermentas, St. Leon-Rot, D 
MLV-Enzym Promega, Mannheim, D 
Epicups 1,6ml Biozym scientific GmbH, 
Oldendorf, D 
Thermocycler T3 Biometra, Göttingen, D 
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus SEPATECH, 
Hanau, D 
Gelelektrophorese Loading puffer 
- 1% v/v Triton X 
- 0,01 M Tris (pH 7,5) 
- 5mM MgCl2 
- 0,32 M Sucrose 
 
 
Calbiochem, San Diego, 
USA 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
D 






- 100mM Tris 
 
- 83mM Borsäure 
 
- 1mM EDTA 
 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
D 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
D 
Calbiochem, San Diego, 
USA 
Ethidiumbromid-Lösung 1% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
D 






GIBCO BRL, Life 
Technologies, Gaithersburg, 
USA 
Armin Baack Labortechnik, 
Schwerin, D 
UV-Transilluminator MWG Biotech AG, 
Ebersberg, D 
Spannungsgerät PSP 304 GIBCO BRL, Life 
Technologies, Gaithersburg, 
USA 
Waage Sartorius AG, Göttingen, D 
Gel-Extraction QIAquick Gel Extraction Kit Quiagen, Hilden, D 
Real-time-PCR LightCycler ® 2.0 Instrument Roche, Mannheim, D 
LightCycler Software 4.0 Roche, Mannheim, D 
Primer for + rev Metabion international AG, 
Martinsried, D 
LightCycler® FastStart DNA 
Master (PLUS) SYBR Green 1 
 





LightCycler Capillaries Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D 




Biosphere ® Filterspitzen Sarstedt®, Nümbrecht, D 
Flächendesinfektion Propanol 
70% 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, D 
Geräte MS2 Minishaker (Schüttelgerät) IKA – Werke GmbH & Co. 
KG, Staufen, D 
Microzentrifuge Qualitron Inc. 
Werkbank HeraSafe Kendro, Langenselbold, D 
Zelllinien MCF-7, T47-D ATCC® American Type 
Culture Collection, 






 4. Methoden 
 
 4.1 Gewebe 
Im Institut für Pathologie am Universitätsklinikum Regensburg wurden 85 
Mammakarzinom-Gewebeproben sowie 31 Normalgewebeproben als Gefrierschnitte 
präpariert und an die Arbeitsgruppe für molekulare Onkologie unter der Leitung von 
Herrn Dr. rer. nat. Oliver Treeck zur RNA-Isolation übergeben. Mitgeliefert wurden 
Patientendaten bezüglich Alter, Grading und Hormonrezeptorstatus.  
 
 4.2 cDNA-Synthese 
Nach der RNA-Isolation aus den bereitgestellten Mammakarzinom-Proben erfolgte zur 
weiteren Untersuchung die cDNA-Synthese. Hierbei wird mittels dem Enzym Reverse 
Transkriptase, einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase, ein dem vorhandenen RNA-
Strang komplementärer DNA-Strang hybridisiert. Anschließend kann dieser Hybridstrang 
durch den Ribonuklease-Anteil hydrolysiert und im nächsten Schritt ein komplementärer 
DNA-Strang generiert werden, sodass schließlich eine doppelsträngige cDNA entsteht 
(Graw 2010). 
 
Für die cDNA-Synthese wurde 1μl eines Mastermix A, bestehend aus 0,8μl random 
Primer Oligonucleotide (100ng/μl) und 0,2 μl RNAsin® Plus RNase-Inhibitor, hergestellt.  
Für den einfachen cDNA-Synthese-Ansatz wurden 4,6 μl RNase-freies H2O vorgelegt 
und 1μl Mastermix A sowie 0,5μl RNA hinzupipettiert. Nach Mischen und anschließender 
Zentrifugation erfolgte die Inkubation im Thermocycler bei einer Temperatur von 70°C für 
5 Minuten und anschließend die Kühlung bei 4°C für weitere 5 Minuten. Durch diese 
Schritte erfolgte die Hybridisierung einer Startsequenz an die mRNA-Moleküle.  
Nun wurden 4,4μl eines zweiten Mastermix B, bestehend aus 2μl MLV-Puffer, 1μl 10mM 
dNTP-Mix, 0,2μl M-MLV RT RNase und 1,7μl Rnase-freiem Wasser, angesetzt und dem 




Anschließend wurde der Ansatz der reversen Transkription unterzogen. Es erfolgte eine 
Inkubation bei 25°C für 10min, 48°C für 50min und 70°C für 15min. Hiernach fand eine 
fortlaufende Kühlung der cDNA bei 4°C statt. Die entstandene cDNA wurde im 
Verhältnis 1:5 mit H2O verdünnt, abzentrifugiert und in EpiCups bei minus 20°C 
eingefroren. 
 
 4.3 Herstellung spezifischer Kalibratoren 
Zur Beurteilung der später durch real time-PCR entstandenen Schmelzkurven wurden 
im Vorfeld spezifische Kalibratoren ausgewählt, die als Positivkontrolle dienten. Diese 
garantierten in den folgenden Untersuchungen eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse. 
Hierzu wurde eine real time-PCR nach bekanntem Schema (siehe Kapitel 4.5) zur 
Analyse der verschiedenen Progesteronrezeptor-Varianten in zwei Zelllinien, MCF-7 und 
T47-D, in jeweils doppeltem Ansatz durchgeführt, um anschließend die Proben mit 
positiver Schmelzkurve in einer Gelelektrophorese (siehe Kapitel 4.4 
„Gelelektrophorese“) aufzutrennen und die Fragmentgröße (vgl. Tabelle 6, Kapitel 4.5) 
zu überprüfen. 
Mittels QUIAquick Gel Extraction Kit Protocol (Kapitel 4.4.1) wurden die ausgewählten 
Proben erneut aus dem Gel eluiert und nun zur Herstellung von Verdünnungsreihen im 













































Mittels real time-PCR wurde nun im jeweiligen Doppelansatz der gewählten 
Verdünnungen und mit H2O enthaltender Negativkontrolle eine Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt und für jede Progesteronrezeptor-Variante der geeignete Kalibrator 
herausgesucht. Durch wiederholtes  Auftragen der ausgewählten Eluate im Gel wurden 
erneut die richtigen Fragmentgrößen überprüft. Es resultierten die in Tabelle 3 
aufgelisteten spezifische Kalibratoren, welche nun in EpiCups aliquotiert und bei minus 
20°C eingefroren werden konnten. 
 
Tabelle 3 Auswahl der spezifischen Kalibratoren und deren Ct-Wert  
Zielgen,  
laufende Nr.  
PR-Variante CT-Wert 
Kalibrator 
1B Δ2 25,96 
2A Δ3 27,50 
4A Δ5 23,59 
5A Δ6 28,65 
6A Δ7 25,47 
7A Exon T 19,31 
8A Exon S 19,21 
9B Exon a (i45a) 28,07 
10A Exon b (i45b) 21,85 
11A Δ2/3 31,14 
12B Δ3/4 30,38 
13A Δ4/5 27,58 
14B Δ5/6 27,25 
15A Δ6/7 28,01 
17A Δ3/4/5 26,17 
18B Δ4/5/6 26,00 
19B Δ3/4/5/6 25,96 
PR-B PR-B 24,73 
PR-AB PR-AB 26,2 






 4.4 Gelelektrophorese 
Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese ist es möglich, DNA-Stränge ihrer Größe nach 
aufzutrennen und durch Vergleich mit dem DNA-Längenstandard die Anzahl der 
vorhandenen Basenpaare zu bestimmen. Die Konzentration des Agarosegels wird 
anhand der zu erwartenden Fragmentgrößen gewählt. Durch Anlegen eines 
Spannungsfeldes und Einlegen des Gels in eine ionische Pufferlösung wandern die 
Nukleinsäurestränge entlang des Gels. Dies lässt sich durch die negativ geladenen 
Phosphatgruppen am Rückgrat der DNA erklären, welche für die Wanderung in 
Richtung positiv geladener Anode im Spannungsfeld verantwortlich sind. Kleine 
Moleküle wandern schneller durch das porige Netz des Agarosegels als größere 
Moleküle. Durch Zusatz eines fluoreszierenden Stoffes wie Ethidiumbromid, welches in 
die Nukleinsäurestränge eingelagert wird, können im Anschluss die Nukleinsäuren unter 
Einfluss von UV-Licht als Banden sichtbar gemacht und durch eine Fotoaufnahme 
(siehe Abbildung 5) dokumentiert werden (Jansohn 2006). 
 
 




Für diese Arbeit wurde ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt. Hierzu wurden 2,7g 
Agarose mit 1-fach TBE-Puffer (100mM Tris, 83mM Borsäure, 1mM EDTA) auf ein 
Gewicht von 180g aufgefüllt. In der Mikrowelle wurde das Gemisch zum Kochen 
gebracht, um die Agarose aufzulösen. Anschließend wurde die Agarose unter ständigem 
Schwenken unterm Wasserstrahl abgekühlt und die verdunstete Menge mit H2O 
aufgefüllt. Für die spätere UV-Belichtung wurden nun 9 μl Ethidiumbromid zugegeben. 
Danach wurde das flüssige Agarosegel blasenfrei in den Gelkasten eingefüllt, die 
Gelkämme eingesteckt und der Gelkasten zum Festwerden der Masse für ca. 20min im 
Kühlschrank abgekühlt. Anschließend konnten die Gelkämme entfernt und der 
Gelkasten in das mit 1-fach TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresebett gelegt werden. Nun 
mussten zunächst die Kapillaren vom Light-Cycler-Set in einen Eppendorfcup 
abzentrifugiert und je 10 μl Probe 2μl Loading Puffer hinzugefügt werden. Daraufhin 
wurden die mit Loadingpuffer versetzten Proben sowie der 1kB-Größenstandard nach 
einem zuvor festgelegtem Schema in die Geltaschen einpipettiert und eine 
Gleichstromspannung von 150mA/200V angelegt. Nach ca. 90 Minuten konnte der 
Gelträger aus dem Elektrophoresebett genommen und die Banden unter einem UV-
Transluminator sichtbar gemacht und mittels Fotoaufnahme dokumentiert werden. 
Anhand es 1kB-Größenstandards konnten nun die gewanderten Nukleinsäuren-
Molekülgrößen abgeschätzt und mit den bekannten Fragmentgrößen (siehe Tabelle 6) 
verglichen werden. 
Um Proben, die in einem Agarosegel aufgetragen wurden, für weitere Untersuchungen 
nutzen zu können, mussten diese aus dem Gel eluiert werden. Hierzu wurden mittels 
eines sauberen Skalpells die unter UV-Licht sichtbaren DNA-Fragmente aus dem Gel 
geschnitten und in ein Eppendorfcup überführt. Durch Abwiegen der Eppendorfcups 
wurde das Volumen des Gelfragments bestimmt und das dreifache Volumen an Puffer 
QG (100mg entsprechen 100μl) hinzugefügt. Unter ständiger Inkubation bei 50°C wurde 
die Probe alle 2-3 min auf dem Vortexer gemischt. Nach Auflösen des Gelfragments 
musste der pH-Wert der Probe gegebenenfalls mithilfe von 10μl 3M Natriumacetat auf 
einen pH-Wert von 5,0 eingestellt werden (sichtbare gelbe Farbe der Probe). Nun 
wurden der Probe eine Gelvolumeneinheit Isopropanol zugesetzt und mit dieser 




min wurden 500 μl QG-Puffer hinzugefügt und die Zentrifugation  für 1 min fortgeführt. 
Durch Zugabe von 750 μl Puffer PE und dem Ruhen der Säule für 5 min bei 
Raumtemperatur mit anschließender Zentrifugation für 1min, wurde die Probe 
gewaschen. Nun konnte der Überstand verworfen und die Säule nach erneuter 
Zentrifugation in ein neues Eppendorfcup überführt werden. Danach erfolgte die Elution 
der DNA in 30 μl H2O mit folgender Ruhe für 1min und abschließender Zentrifugation. 
Die Elution wurde ein zweites Mal wiederholt.  
 
 4.5 Real time-PCR und Schmelzkurvenanalyse 
Die real time-PCR setzt sich aus drei Phasen zusammen. Diese sind die 
Denaturierungs-, die Annealing- und die Elongationsphase. In der Denaturierungsphase 
erfolgt die Erhitzung des Reaktionsgemisches. Die doppelsträngige DNA wird dadurch in 
zwei Einzelstränge aufgetrennt, da die Wasserstoffbrückenbindungen aufgebrochen 
werden. In der Annealing-Phase lagern sich die Primer an den DNA-Strängen an. Hierzu 
muss eine charakterisierende Temperatur gewählt werden, die sich nach Länge und 
Sequenz des Primers richtet, da es ansonsten zur  Anlagerung an nicht-komplementäre 
Sequenzen oder zu einer ineffizienten Hybridisierung kommen kann.  
Am Ende steht die Elongationsphase. Hier werden die komplementären DNA-Stränge 
durch Anlagerung und Verbindung der jeweiligen Nukleotide mithilfe der DNA-
Polymerase verlängert. Dieser Schritt erfolgt bei einer Temperatur, die dem 
Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase entspricht. Die somit neu entstandene DNA wird 
in den weiteren Zyklen als Matrize für weitere Amplifikationen genutzt, sodass es zu 
einem exponentiellen Anstieg der Vervielfältigungskopien kommt. 
Mithilfe der PCR ist es möglich, zusätzlich zu dieser gezielten Amplifikation von 
Nukleinsäuren, eine quantitative Auswertung der Vervielfältigungskopien zu erhalten. 
Dies wird durch den Einsatz fluoreszierender Sonden erreicht, in der vorliegenden Arbeit 
mittels SYBR-Green I. Die Farbstoffe lagern sich an die doppelsträngige DNA an, d.h. 
durch die Vervielfältigung der spezifischen Nukleinsäure steigt auch die Fluoreszenz in 




Fluoreszenzkurven sichtbar wird. Diese Messung erfolgt jeweils am Ende der Elongation 
jedes einzelnen PCR-Zyklus (Jansohn 2006).  
Neben den zu untersuchenden Proben wurde in dieser Arbeit eine Kapillare mit H2O als 
Negativkontrolle in den LightCycler-Lauf integriert, sodass eine Verunreinigung des 
Mastermix weitgehend ausgeschlossen werden konnte. Des Weiteren wurde die 
Fluoreszenz des spezifischen Kalibrators in doppeltem Ansatz gemessen, um eine 
Eichkurve für die zu untersuchende Spleißvariante zu erhalten. Anhand dieser konnte 
dann der zu erwartende Ct-Wert („cycle treshold“) der Spleißvariante eingestellt werden, 
welcher demjenigen Punkt der Kurve entspricht, an dem die Fluoreszenz der Probe 
erstmals die Hintergrundfluoreszenz exponentiell übersteigt. Je mehr Nukleinsäuren vor 
der Amplifikation vorliegen, desto schneller wird dieser Schwellenwert erreicht. Die Ct-
Werte der untersuchten Mammakarzinom-Proben wurden nun zum gleichen Zeitpunkt 
abgelesen und in eine angelegte Excel-Tabelle übertragen.  
 
In dieser Arbeit wurden pro LightCycler-Lauf 45 Zyklen gemäß Tabelle 4 durchgeführt: 
 
Tabelle 4 Einstellung des LightCycler-Programms nach den einzelnen PCR-Phasen. 
PCR-Phase 
 
Temperatur  Zeit  
Initiale Denaturierung 95°C 15min 
Cycle-Denaturierung 95°C 10sec 
Annealing 60°C 5sec 






Vorbereiten der Kapillaren zur real time-PCR: 
Die folgenden Reagenzien wurden aus dem LightCycler Kit von Roche verwendet, die 
Pipettiervorgänge wurden im Cooling-Block des LightCyclers durchgeführt. Für den 
Mastermix wurden zunächst 10μl Fast-Start Enzym zu einem Gefäß Fast-Start Reaction 
Mix pipettiert, um das sogenannte „Fast-Start DNA Master SYBR Green 10 X conc.“ zu 
erhalten. Anschließend konnte die Mischung im Kühlschrank bei 2-8°C lichtgeschützt für 
maximal 1 Woche aufbewahrt und so für mehrere LightCycler-Läufe verwendet werden.  
 
Der Mastermix setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen: 
3,4 μl  H20 
0,6 μl  MgCl2 stock solution 
0,5 μl  Primer forward (10 μM) 
0,5 μl  Primer reverse ( 10 μM) 
   1 μl  Fast-Start DNA Master SYBR Green 10 X conc. 
 
Nach dem Befüllen der Kapillaren mit 6 μl Mastermix wurden diese mit 4 μl der zu 
untersuchenden cDNA-Probe bzw. des spezifischen Kalibrators (Tabelle 3) versetzt. 
Jedem Lauf wurde eine Negativkontrolle, bestehend aus 6 µl Mastermix und 4 µl H2O, 
beigefügt. Die Kapillaren wurden mit dem dazugehörigen Plastikdeckel verschlossen 
und anschließend zentrifugiert, bevor sie in die Haltevorrichtung des LightCyclers 
eingesetzt wurden. Die Pipettiervorgänge wurden an einem mit Abzug und 
Schutzscheibe ausgestatteten Arbeitsplatz durchgeführt. Tabelle 5 zeigt eine Übersicht 





Tabelle 5 Übersicht der verwendeten Primer für die PR-Varianten. 
laufende Nr.  Variante Primername Primer forward/ reverse 
1B Δ2 PR 1B_for GCGCTCTACCCTGCACTC 
  PR 1B_rev TTGTGCTGCCCTCAGGTAGT 
2A Δ3 PR 2A_for GGCAATGGAAGGTCGAAAAT 
  PR 2A_rev TAGGGCTTGGCTTTCATTTG 
4A Δ5 PR 4A_for ATTGCCAGACAGCGGATG 
  PR 4A_rev GGAACTCTTCTTGGCTAACTTGA 
5A Δ6 PR 5A_for GATCTAATACTAAATGATTCCTTTGGA 
  PR 5A_rev TGTAAGTTGATAGAAACGCTGTGA 
6A Δ7 PR 6A_for CTTCTTAATACAACTTGTCAAACAAC 
  PR 6A_rev CACCATCCCTGCCAATATCT 
7A Exon T PR 7A_for CGGCACGTATAGGTCGAAAAT 
  PR 7A_rev TAGGGCTTGGCTTTCATTTG 
8A Exon S PR 8A_for ACACAGGAGGGGTCGAAAAT 
  PR 8A_rev TAGGGCTTGGCTTTCATTTG 
9B Exon a PR 9B_for TGCAGGACATGACAACACAA 
  PR 9B_rev CAGTTTCCTGGCAATGATTT 
10A Exon b PR 10A_for GGGAAAGTAGGAAGGTTTTCG 
  PR 10A_rev TACAGCATCTGCCCACTGAC 
11A Δ2/3 PR 11A_for TCAACTACCTGAGGTCGAAAAT 
  PR 11A_rev TAGGGCTTGGCTTTCATTTG 
12B Δ3/4 PR 12B_for GATTCAGAAGCCAGCCAGAG 
  PR 12B_rev TTTCGAAAACCTTCCATTGC 
13A Δ4/5 PR 13A_for TCCTTGGAGACAGCGGATG 
  PR 13A_rev GGAACTCTTCTTGGCTAACTTGA 
14B Δ5/6 PR 14B_for TGCAGGACATGACAACACAA 
  PR 14B_rev TCCAAAGGAACTGGCAATGA 
15A Δ6/7 PR 15A_for ATACTAAATGACTTGTCAAACAACTTC 
  PR 15A_rev CACCATCCCTGCCAATATCT 
17A Δ3/4/5 PR 17A_for CAATGGAAGACAGCGGATG 
  PR 17A_rev GGAACTCTTCTTGGCTAACTTGA 
18B Δ4/5/6 PR 18B_for TGGAAGAAATGACTGCATCG 
  PR 18B_rev TCCAAAGGAACTCCAAGGAC 
19B Δ3/4/5/6 PR 19B_for GATTCAGAAGCCAGCCAGA 




PR-B PR-B PR-B_for GTACGGAGCCAGCAGAAGTC 
  PR-B_rev TCTCTGGCATCAAACTCGTG 
PR-AB PR-AB PR-A/B_for ACACCTTGCCTGAAGTTTCG 
  PR-A/B_rev CTGGGGGACTAGAACTGCTG 
PR-ABC PR-ABC PR-A/B/C_for CAACTACCTGAGGCCGGATT 




Jede doppelsträngige DNA besitzt eine spezifische Schmelztemperatur, ab der sie sich 
in zwei Einzelstränge auftrennt. Ab dem Erreichen dieser Schmelztemperatur nimmt 
folglich die gemessene Fluoreszenz der Probe wieder ab, da der Farbstoff freigegeben 
wird und somit nicht mehr fluoresziert. Das LightCycler-Programm errechnet die 
dazugehörige negative erste Ableitung und es ergibt sich die spezifische Schmelzkurve 
(Jansohn 2006). Da die zu erwartenden Schmelztemperaturen für die einzelnen DNA-
Fragmente bekannt sind (siehe Tabelle 6), kann mithilfe der Schmelzkurvenanalyse die 
Spezifität des Versuches erhöht werden. In dieser Arbeit wurde zu jeder untersuchten 
Probe eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt und diese in Kategorien eingeteilt. Die 
erste Kategorie umfasst die „positiven“ Schmelzkurven, bei denen sich der Peak direkt 
bei der zu erwartenden Schmelztemperatur befindet. Schmelzkurven ohne Peak oder 
mit einem Ausschlag bei abweichender Schmelztemperatur wurden in die Kategorie 
„negativ“ eingeteilt, da nicht davon ausgegangen werden kann, dass es sich um das 






Tabelle 6 Untersuchte Varianten mit zugehöriger Fragmentgröße und spezifischer Schmelztemperatur. 
laufende Nr.  Variante Fragmentgröße [bp] Peak [°C] 
1B Δ2 120 92,8 
2A Δ3 112 85,8 
4A Δ5 106 81,7 
5A Δ6 151 84 
6A Δ7 142 82 
7A Exon T 113 86 
8A Exon S 112 85,8 
9B Exon a 120 83 
10A Exon b 132 81 
11A Δ2/3 114 86 
12B Δ3/4 158 84 
13A Δ4/5 107 82 
14B Δ5/6 123 83,5 
15A Δ6/7 140 81,8 
17A Δ3/4/5 107 81,5 
18B Δ4/5/6 105 84 
19B Δ3/4/5/6 153 84 
PR-B PR-B 143 84 
PR-AB PR-AB 186 90,8 
PR-ABC PR-ABC 160 84,2 
 
 
Kontrolle der Amplifikatsprodukte:  
Konnte eine Schmelzkurve nicht sicher beurteilt werden, wurde die Fragmentgröße der 
Probe mittels Agarosegelelektrophorese (Kapitel 4.4) nachgewiesen. So konnte 
festgestellt werden, ob es sich bei dem Amplifikationsprodukt um die gewünschte 
Spleißvariante handelte und die Einteilung richtig erfolgte. 
 
Houskeeping-Gen Betaactin: 
Um einen Vergleich der Ct-Werte durch eine relative Quantifizierung zu ermöglichen, 
wurde in dieser Arbeit Betaactin als Referenzgen eingesetzt. Betaactin ist als 




aus, unabhängig von äußeren regulatorischen Einflüssen, Zellzyklus und Zelltyp. Durch 
den Einsatz einer solchen endogenen Kontrolle kann eine mögliche Variation innerhalb 
der eingesetzten DNA-Ausgangsmengen ausgeglichen werden (Pfaffl 2004). Jeweils 
zwei LightCycler-Läufe wurden mit Betaactin durchgeführt und zur weiteren Auswertung 
die Mittelwerte der gemessenen Expressionen verwendet. 
 
 4.6 Marker 
In die spätere Auswertung wurden die Expressionsdaten von 16 verschiedenen Markern 
miteinbezogen. Die folgenden Tabellen zeigen die hierfür verwendeten Primer. 
 
Tabelle 7 Primerbezeichnung und zugehörige Primersequenz der einzelnen Marker. 
Marker Primername Primer forward/ reverse 
Bcl2 Bcl2_for GGAGGCTGGGATGCCTTT 
 Bcl2_rev CCAGGGTGATGCAAGCTC 
STK15 STK15_for CCACCTTCGGCATCCTAAT 
 STK15_rev GCAGTTCTCTGCTCATCAAACTT 
MYBL2 MYBL2_for GGAAGACCAAAAAGTCATCGAG 
 MYBL2_rev CTCAGGGTTGAGGTGGTTGT 
Cathepsin-L2 Cathepsin-L2_for TGGTGACATGACCAATGAAG 
 Cathepsin-L2_rev GCGTCACGTAGCCTTTCTTT 
Stromelysin Stromelysin_for GATGACCAGGGCACAGACCT 
 Stromelysin_rev ACTCAGTGGGTAGCGAAAGG 
Ki-67 Ki-67_for CAGTTCCACAAATCCAACACA 
 Ki-67_rev CTTTCATTTTCATACCTGAAGGAAC 
Cyclin-B1 Cyclin B1_for GACAACTTGAGGAAGAGCAAGC 
 Cyclin B1_rev ATGGTCTCCTGCAACAACCT 
HER2neu HER2/neu_for CATGGTCAAATGTTGGATGATT 
 HER2/neu_rev CCTCATTCTGGATGACCACA 
p21/WAF WAF_for GCA TGA CAG ATT TCT ACC ACT CC 
 WAF_rev AAG ATG TAG AGC GGG CCT TT 
GRB7 GRB7_for AAGACCTCATCCAGAACTTCCT 
 GRB7_rev AGCAGAAAAAGCGTTTCCAA 
CD68 CD68_for TTTGGGCAAAGTTTCTCCTG 
 CD68_rev GCAGAAAGCAATAAGCACCA 




 BAG1_rev  TGGATTCCAGTAAGCTCTTTATTCA 
SCUBE2 SCUBE2_for CTCGGAAGAGGGCCTGA 
 SCUBE2_rev TGCAGTCTCTCTGGTTCTTGG 
E-Cadherin E-Cadherin_for GCCACATACACTCTCTTCTCTCAC 
 E-Cadherin_rev AGCACCTTCCATGACAGACC 
PTEN PTEN_for CCAGAGACAAAAAGGGAGTAACTA 
 PTEN_rev TCACCTTTAGCTGGCAGACC 
GSTM1 GSTM1_for CACAACCTGTGTGGGGAGAC 
 GSTM1_rev AAATTCTGGATTGTAGCAGATCA 
 
 
 4.7 Auswertung und Statistik 
 
Δ CT – Methode (nach Livak und Schmittgen, 2001): 
Die relative Quantifizierung wurde in dieser Arbeit mit dem Referenzgen Betaactin 
durchgeführt. Zur Normierung der Expressionsunterschiede wurden im Ersten Schritt 
entsprechend unten aufgeführter Formel die Ct-Werte des Referenzgens von den 
jeweiligen Ct-Werten des zu untersuchenden Gens innerhalb eines Templates 
abgezogen.  
 
Δ CT = Ct-Wert Zielgen – Ct-Wert Referenzgen 
 
Im Zweiten Schritt erfolgte die Berechnung der Ratio, d.h. der relativen 
Expressionsunterschiede, mittels Ratio = 2-ΔCT. Anschließend wurde die Ratio zur 
besseren Veranschaulichung der Werte mit dem Wert 1000 multipliziert.  
In den folgenden Statistikberechnungen wurde stets der sogenannte R-Wert mit  






Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm PASW Statistics 18 
verwendet. Mit diesem wurde die Korrelation der Expressionen zwischen den Varianten 
und dem panPR, den Varianten und den Markergenen sowie den Varianten und der 
panERα-Expression untersucht. Für diese Korrelation wurde der Spearman-Roh-
Korrelationskoeffizient berechnet. Dieser Test zählt zu den nichtparametrischen 
Korrelationsanalysen, die durch Zuordnung von Rangplätzen innerhalb von zwei 
Testgruppen die Stärke eines Zusammenhanges testet. Der Korrelationskoeffizient 
Spearmans rho (rs) kann dabei Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Der Wert +/-1 
verdeutlicht dabei einen sehr starken Zusammenhang, während Werte gegen 0 eine 
immer geringere Korrelation ausdrücken.  
Durch einen folgenden Test auf Signifikanz konnte ein statistischer Zusammenhang 
untersucht werden. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt.  
Mithilfe des Wilcoxon Tests für verbundene Stichproben wurden die sogenannten 
„Matched Pairs“ miteinander korreliert. Hierbei wurden die Expressionsdaten der 
Spleißvarianten innerhalb des Karzinomgewebes sowie des von derselben Patientin 
gewonnenen Normalgewebes miteinander verglichen. In dieser Arbeit wurden 27 
solcher Paare untersucht. Der Wilcoxon Test berechnet die zentrale Tendenz der 
vorliegenden Paardifferenzen und zeigt damit an, ob es einen signifikanten Unterschied 
in ihrer Verteilung gibt. Es folgt eine automatische Testung auf Signifikanz durch SPSS 
mit einem Signifikanzniveau von p<0.05. 
 Innerhalb Microsoft Excel 2010 wurde der studentische T-Test zur Untersuchung der 
Subgruppen für jede Variante angewandt. Hierdurch konnten die Gruppen auf 
signifikante Mittelwertunterschiede untersucht werden. Auch hier wurde eine Signifikanz 





 5. Ergebnisse 
 
 5.1 Expressionsprofile der Spleißvarianten 
Im Verlauf dieser Arbeit wurde zunächst mittels real time-PCR die Expression 17 
verschiedener Progesteronrezeptor-Spleißvarianten und der Progesteronrezeptor-
Isoformen innerhalb von 85 Mammakarzinom-Proben sowie 31 Proben aus normalem 
Brustgewebe untersucht. Die Mammakarzinom-Proben lassen sich in die drei 
Subgruppen G1 ERα positiv, G3 ERα negativ und G3 ERα positiv unterteilen. Tabelle 8 
zeigt die untersuchten Progesteronrezeptor-Spleißvarianten. 
 







































Variante Δ2+3 Δ3+4 Δ4+5 Δ5+6 Δ6+7 Δ3+4+5 Δ4+5+6 Δ3+4+5+6 
 
 
Nach durchgeführter Schmelzkurvenanalyse (siehe Kapitel 4.5.2) wurden die 
Expressionsergebnisse mit den Bezeichnungen „positiv“ und „negativ“ versehen. Da 
sich bei den Varianten PRΔ6, PR Exon T, PR Exon S, PRΔ5+6 und PRΔ4+5+6 
überwiegend negative Ergebnisse zeigten, wurde auf eine weitere Analyse dieser 
Varianten verzichtet. Für die weiteren Auswertungen wurden die als „negativ“ 
klassifizierten Proben ausgeschlossen, bzw. im Expressionsprofil als „graue Felder“ 




Bei den ausgeschlossenen Schmelzkurven konnte nicht von den gesuchten Zielgenen 
ausgegangen werden, sodass das Einbeziehen dieser Daten einer Verfälschung der 
Daten gleichgekommen wäre. Allerdings wurden somit stets nur Proben, die eine 
Expression zeigten, in die statistische Analyse einbezogen, was bei der Betrachtung der 
Daten berücksichtigt werden muss. In einem zweiten Schritt wurden die Proben nach 
ihrer Expressionsstärke in 3 Gruppen unterteilt und farblich markiert. Die rot markierten 
Proben entsprechen einer „starken“, die blau markierten einer „mittleren“ und die grau 
markierten „keiner“ Expression, bzw. den negativen Schmelzkurven. „Starke“ 
Expressionen wurden als obere 15% der vorhandenen Werte, „mittlere“ Expressionen 
als untere 85% definiert. Somit konnten folgende Expressionsprofile (Abbildung 6 bis 9) 
für die einzelnen Subgruppen und die Normalgewebegruppe erstellt werden, anhand 
derer eine erste Einschätzung bezüglich des Auftretens der einzelnen Spleißvarianten 
innerhalb der Mammakarzinomproben möglich ist. 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
panER α                               
panPR                               
PR-AB                               
PR-B                               
PRΔ2                               
PRΔ3                               
PRΔ5                               
PRΔ7                               
PRi45a                               
PRi45b                               
PRΔ2/3                               
PRΔ3/4                               
PRΔ4/5                               
PRΔ6/7                               
PRΔ3/4/5                               
PRΔ3/4/5/6                               
Abbildung 6 Expressionsprofil G1, ERα positiv: Rote Felder entsprechen einer „starker Expression“ (obere 






  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 
panERα                           
panPR                           
PR-AB                           
PR-B                           
PRΔ2                           
PRΔ3                           
PRΔ5                           
PRΔ7                           
PRi45a                           
PRi45b                           
PRΔ2/3                           
PRΔ3/4                           
PRΔ4/5                           
PRΔ6/7                           
PRΔ3/4/5                           
PRΔ3/4/5/6                           
Abbildung 7: Expressionsprofil G3, ERα negativ: Rote Felder entsprechen einer „starker Expression“ (obere 




  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 
panERα                              
panPR                              
PR-AB                              
PR-B                              
PRΔ2                              
PRΔ3                              
PRΔ5                              
PRΔ7                              
PRi45a                              
PRi45b                              
PRΔ2/3                              
PRΔ3/4                              
PRΔ4/5                              
PRΔ6/7                              
PRΔ3/4/5                              
PRΔ3/4/5/6                              
Abbildung 8 Expressionsprofil G3, ERα positiv: Rote Felder entsprechen einer „starker Expression“ (obere 






  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 
panERα                                
panPR                                
PR-AB                                
PR-B                                
PRΔ2                                
PRΔ3                                
PRΔ5                                
PRΔ7                                
PRi45a                                
PRi45b                                
PRΔ2/3                                
PRΔ3/4                                
PRΔ4/5                                
PRΔ6/7                                
PRΔ3/4/5                                
PRΔ3/4/5/6                                
Abbildung 9 Expressionsprofil Normalgewebe: Rote Felder entsprechen einer „starker Expression“ (obere 
15% der R-Werte), blaue Felder einer „mittleren Expression“ (untere 85% der R-Werte) und graue Felder „keiner Expression“ bzw. 
negativen Schmelzkurven. 
 
Um einen besseren Gesamteindruck zu erhalten zeigt die folgende Abbildung eine 
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Anhand dieser Expressionsprofile ist es sehr offentsichtlich, dass sich vorwiegend in den 
ERα positiven Proben (siehe Abbildung 6 und Abbildung 8) viele Varianten nachweisen 
lassen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei den ERα negativen Proben ein Überwiegen 
an „negativen“ Schmelzkurven, die also keine klare Expression zeigen sowie keine 
einzige „starke“ Expression. Ein Blick auf die Verteilung der „starken“ Expressionen lässt 
v.a. eine spaltenförmige Anordnung erkennen, d.h. es handelt sich um bestimmte 
Patientinnen, die eine starke Expression mehrerer Varianten aufweisen. Diese lassen 
sich den Erα positiven Gruppen zuteilen. In Tabelle 9 sind die prozentualen Anteile der 
positiven Expressionen in den Subgruppen zu sehen.  Auch hier bestätigt sich eine 
verminderte Expression an Spleißvarianten innerhalb der ERα negativen Subgruppe. Mit 
Ausnahme von PR i45a wurden die Varianten in unter 50% der Proben nachgewiesen.  
 














PR 1B (Δ2) 41,4 56,7 11,5 58,6 57,6 35,5 
PR 2A (Δ3) 49,1 73,3 19,2 72,4 72,9 29,0 
PR 4A (Δ5) 56,0 66,7 34,6 72,4 69,5 48,4 
PR 6A (Δ7) 61,2 80,0 7,7 79,3 79,7 71,0 
PR 9B (i45a) 96,6 100,0 84,6 100,0 100,0 100,0 
PR 10A (i45b) 49,1 53,3 26,9 79,3 66,1 35,5 
PR 11A (Δ2+3) 56,0 76,7 11,5 82,8 79,7 48,4 
PR 12B (Δ3+4) 78,4 93,3 30,8 96,6 94,9 87,1 
PR 13A (Δ4+5) 70,7 86,7 38,5 89,7 88,1 64,5 
PR 15A (Δ6+7) 83,6 100,0 38,5 96,6 98,3 93,5 
PR 17A 
(Δ3+4+5) 
70,7 83,3 46,2 82,8 83,1 67,7 
PR 19B 
(Δ3+4+5+6) 
54,3 80,0 7,7 72,4 76,3 51,6 
PR B 93,1 96,7 92,3 100,0 98,3 83,9 
PR AB 91,4 100,0 80,8 100,0 100,0 83,9 
PR ABC 96,6 100,0 84,6 100,0 100,0 100,0 
pan ER alpha 93,1 100,0 76,9 96,6 98,3 96,8 
 






Abbildung 11 und 12 veranschaulichen einen Auszug der in Tabelle 9 gewonnenen 
Datenund stellen die deutlich geringeren Expressionen der einzelnen Varianten im ERα 
negativem Gewebe dar. Die Variante „PR i45a“ sticht hierbei besonders hervor und zeigt 
eine Expression in 84,6% der ERα negativen Proben. Im Vergleich der Werte von 
PRi45a in Tabelle 9 mit den Werten von PR ABC (panPR) ist eine absolute 
Übereinstimmung zu erkennen. Das Expressionsprofil des PRi45a zeigt weiterhin eine 
Ähnlichkeit zum Profil des PR B sowie des PRΔ6+7. Darüber hinaus kann in über 3/4 
der immunhistochemisch als ERα negativ klassifizierten Proben eine Expression des 
„panERα“ nachgewiesen werden. Die immunhistochemisch als ERα positiv 
klassifizierten Proben zeigen hingegen eine gute Übereinstimmung mit den 
Expressionsdaten der Genanalyse. Hier weisen 98,3% der Proben eine positive 
Expression des panERα auf.  
 
 
Abbildung 11 prozentualer Anteil an positiven Proben, d.h. sicherer Expression, der einzelnen PR-Varianten unter Einbezug 








































































































































































ERα positive Proben (gesamt)  
ERα pos (gesamt) obere 15 % 
ERα pos (gesamt) untere 85 % 






Abbildung 12 prozentualer Anteil an positiven Proben, d.h. sicherer Expression, der einzelnen PR-Varianten unter Einbezug 
aller Erα negativen Proben. 
 
 5.2 Codierung der Expressionsprofile 
Für die Untersuchung etwaiger Expressionsprofile der PR-Spleißvarianten, die gehäuft 
in Mammakarzinomgeweben auftreten, wurden die Gewebeproben mit einer 
spezifischen Codierung versehen. Hierbei steht Code 1 für „keine Expression“ (graue 
Zellen in Abb. 3-6), Code 2 für „mittlere Expression“ (blaue Zellen in Abb. 3-6) und Code 
3 für „starke Expression“ (rote Zellen in Abb. 3-6). Würde also eine Gewebeprobe die 
Variante PRΔ2 stark, PRΔ3 mittelmäßig und PRΔ5 gar nicht exprimieren, so ergäbe sich 
die Codefolge „321“. Eine weitere vereinfachte Codefolge unterschied lediglich die 
Codes 1 für „keine Expression“ und Code 2 für „Expression jeglicher Art“. Anschließend 
wurden die Proben auf gleiche Codefolgen hin untersucht. In Bezug auf die 
unterschiedlichen Expressionsstärken ließen sich hierbei keine gehäuften Profile 
erkennen. Bei Anwendung des vereinfachten Codes zeigte sich der Code 
„222222222222“ in 23,33% der G1 ERα positiven Proben und in 41,38% der G3 ERα 
positiven Proben. Innerhalb der ERα negativen Subgruppe zeigte keine Gewebeprobe 







































































































































































G3 ERα negativ 
G3, ERα neg obere 15 % 
G3, ERα neg untere 85 % 




 5.3 Subgruppenvergleiche der Spleißvarianten 
Mittels eines T-Tests für unabhängige Stichproben wurde ein Vergleich der 
Expressionsstärken der einzelnen Spleißvarianten zwischen den verschiedenen 
Subgruppen und ihre Prüfung auf Signifikanz durchgeführt (siehe Tabelle 10).  
 
Tabelle 10 p-Werte des T-Tests für unabhängige Stichproben. Signifikante Ergebnisse gelb markiert. Es wurde ein 
Signifikanzniveau von p<0.05 angenommen. 

























































0,16 0,61 0,47 0,09 0,08 0,11 0,17 0,14 0,17 0,09 0,20 0,05* 0,10 0,09 0,03* 
G1/G3 
 




0,23 0,78 0,77 0,11 0,45 0,35 0,20 0,22 0,27 0,20 0,44 0,08 0,34 0,24 0,19 
Ca/ 
Norm 
0,27 0,57 0,70 0,13 0,26 0,26 0,19 0,24 0,27 0,21 0,30 0,11 0,28 0,18 0,10 
 
 














































1,51 0,31 2,97 0,11 3,43 0,45 0,57 3,97 2,44 0,50 6,09 62,8 56,3 8,51 25,0 





PR-ABC (panPR) ließ hierbei signifikante Unterschiede im Vergleich G3 ERα positiv/ G3 
ERα negativ (p = 0,02) und G3 ERα positiv/ Normalgewebe (p = 0,03) erkennen. In den 
ERα positiven Geweben fanden sich also signifikant höhere Werte als in den ERα 
negativen und den Normalgeweben. Hoch signifikante Resultate (p<0.01) konnten in 
den Vergleichen G1 ERα positiv/G3 ERα negativ, G1 ERα positiv/Normalgewebe sowie 
Normalgewebe/G3 ERα negativ nachgewiesen werden. Auch hier wiesen die ERα 
positiven Gewebeproben bzw. das Normalgewebe signifikant höhere Mittelwerte in der 
Expression auf als die ERα negativen. Hingegen zeigte sich im Vergleich der jeweils 
ERα positiven G1 und G3 Proben sowie zwischen G1 und G3 mit Einschluss aller ER-
Entitäten keine signifikanten Unterschiede. Für die Varianten PR i45a, PR i45b, 
PRΔ4+5, PRΔ6+7 und PRΔ3+4+5 ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied 
zwischen den G1 ERα positiven und den G3 ERα negativen Proben. Die Analyse der G3 
ERα positiven zu G3 ERα negativen Proben ergab eine Signifikanz für die Varianten PR 
i45a und PR i45. Diese beiden Varianten zeigten weiterhin genau wie PRΔ3+4+5 einen 
signifikanten Unterschied zwischen G3 ERα negativem und gesundem Gewebe, mit 
höheren Werten in den Normalgewebeproben. Bei PRΔ2+3 und PRΔ4+5 wurden 
hingegen im G1 ERα positiven Gewebe und bei PRΔ3+4+5+6 im G3 ERα positiven 
Gewebe höhere Werte als im Gesunden deutlich. Ein Vergleich der Werte zwischen den 
einzelnen Varianten war aufgrund der unterschiedlichen Primer-Effizienzen in den 
LightCycler real time PCR-Läufen nicht möglich. 
 
 5.4 Korrelation der einzelnen PR-Spleißvarianten mit panPR  
Im nächsten Schritt erfolgte eine Korrelation zwischen dem Auftreten der 
Spleißvarianten und dem panPR im Brustkrebsgewebe. Hierfür wurde mittels  
SPSS 18 der Korrelationskoeffizient nach Spearmans Rho berechnet und dieser auf 
Signifikanz mit einem Signifikanzniveau von p<0.05 getestet. Tabelle 12 zeigt die 



































rs ,702 ,464 ,928 ,734 ,960 ,512 ,900 ,898 ,909 ,840 ,823 ,899 ,969 ,969 
p ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 
N 35 48 50 49 79 44 50 64 61 61 59 47 78 76 
 
 
Als Ergebnis der Untersuchung ergeben sich stets signifikante Ergebnisse in der 
Korrelation der einzelnen Varianten mit dem panPR. Die Korrelationskoeffizienten 
zeigen sich kontinuierlich positiv mit rs>0, es besteht also ein gleichgerichteter 
Zusammenhang. Es bleibt jedoch unklar, ob sich die Variablen in einer bestimmten 
Weise bedingen. Anhand des Korrelationskoeffizienten nach Spearman kann eine 
Bewertung der Stärke des Zusammenhanges erfolgen. Um diese Stärke des 
Zusammenhanges zu beschreiben gibt es eine Vielzahl von Möglichkeiten, jedoch kein 
einheitliches Bewertungsregime für Korrelationskoeffizienten. In der vorliegenden Arbeit 
erfolgt die Einteilung nach Bühl und Zöfel siehe Tabelle 13).  
 





rs ≤ 0.2 :    sehr geringe Korrelation 
0.2 < rs ≤ 0.5 : geringe Korrelation 
0.5 < rs ≤ 0.7 : mittlere Korrelation 
0.7 < rs ≤ 0.9 :  starke Korrelation 




Nach dieser Bewertung zeigten 6 der 14 Spleißvarianten eine sehr starke, 6 eine starke, 
und jeweils eine Variante eine mittlere und geringe Korrelation mit der Expression des 
panPR. 
 5.5 Korrelation der einzelnen PR-Spleißvarianten mit panERα 
Aus der grafischen Darstellung der Expressionsprofile lässt sich bereits ein Überwiegen 
der Spleißvarianten im ERα positiven Gewebe erkennen. Im Folgenden wurde mittels 
Spearmans Rho Korrelation die Expression der Spleißvarianten auf einen möglichen 
Zusammenhang und dessen Stärke mit der Expression des panERα hin untersucht 
(Tabelle 14). 
 
































rs ,330 ,065 ,630 ,347 ,598 ,433 ,436 ,363 ,517 ,540 ,451 ,352 ,649 ,577 ,601 
p ,049 ,660 ,000 ,014 ,000 ,003 ,002 ,004 ,000 ,000 ,000 ,015 ,000 ,000 ,000 
N 36 48 47 49 77 45 49 61 61 65 60 47 77 75 76 
 
 
Bis auf Variante PRΔ3 war bei allen Varianten eine signifikante Korrelation mit panERα 
zu erkennen. Je höher die Anzahl der getesteten Proben, desto größer zeigte sich der 
statistische Unterschied. 
Die Hälfte aller Spleißvarianten sowie der panPR zeigten eine starke Korrelation, die 






 5.6 Korrelation der PR-Spleißvarianten mit verschiedenen Markern 
 
Subgruppenvergleiche der Marker 
Mittels eines T-Tests für unabhängige Stichproben wurde ein Vergleich der 
Expressionsstärke verschiedener Marker innterhalb der untersuchten Subgruppen 
durchgeführt und auf Signifikanz geprüft (siehe Tabelle 15). 
 
Tabelle 15 p-Werte des T-Tests für unabhängige Stichproben. Signifikante Ergebnisse gelb markiert. Es wurde ein 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































G1 ER pos 49,0 1,6 1,1 0,6 4,4 0,9 12,3 27 0,7 1,7 38,9 12,2 117,7 84,4 60,8 14,1 
G3 ER neg 13,1 5,4 6,7 3,1 3,1 3,0 28,9 36,1 0,3 1,7 37,3 4,5 1,9 53,8 28,1 1,7 
G3 ER pos 52,2 5,4 7,4 2,3 10,1 2,6 22,8 27,7 0,6 2,5 42,9 13,5 66,5 115,1 47,3 18,6 
Normal- 
gewebe 
45,2 0,9 0,6 2,9 1,6 0,2 5,9 18 0,6 2,4 37,2 8,1 26,1 50,5 98,7 21,5 
 
 
Spearman-Korrelation der Marker mit den einzelnen Spleißvarianten 
 
Bcl-2 
Bcl-2 ist als Protoonkogen bekannt, indem es die Zellen vor Apoptose schützt (Youle 
und Strasser 2008).  
Bereits beim Betrachten der Mittelwerte (Tabelle 16) lässt sich erkennen, dass Bcl-2 
deutlich höhere Werte innerhalb der ERα positiven Gewebeproben sowie der 
Normalgewebeproben im Vergleich zum ERα negativen Gewebe zeigt. Innerhalb der T-
Testung der Subgruppen (Tabelle 15) zeigen sich signifikant höhere Werte bei den ERα 
positiven Gewebeproben und den Normalgeweben als bei den ERα negativen. 
Hingegen kann kein signifikanter Unterschied zwischen den Karzinom- und 
Normalgewebeproben, den ERα positiven und den Normalgewebeproben sowie 
zwischen den G1- und G3-Subgruppen nachgewiesen werden. Bcl-2  wird in 100% der 






Tabelle 17 Anteil (in%) an Expressionen von Bcl-2 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (in %)  
Gesamt  96,6 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 92,3 
G3 ERα positiv 100,0 





In der Spearman-Korrelation des Markers Bcl-2 mit den untersuchten 
Progesteronrezeptor-Spleißvarianten zeigen sich folgende Ergebnisse: 
 
Tabelle 18 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Bcl-2 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte wurden 
gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl und Zöfel 
































rs 0,31 0,32 0,37 0,24 0,48 0,62 0,36 0,27 0,40 0,28 0,37 0,21 0,49 0,4 0,46 
p 0,07 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,03 0,00 0,02 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 
N 35 48 65 49 80 45 49 64 62 64 60 47 80 79 80 
 
 
Der Marker Bcl-2 korreliert signifikant mit 75% der untersuchten Spleißvarianten sowie 
mit den PR-Isoformen. Die Korrelationsstärken lagen dabei stets im geringen bis 
mittleren Bereich und kennzeichnen einen gleichgerichteten Zusammenhang. Für die 







Für den Marker STK-15 sind die deutlich höheren Mittelwerte (Tabelle 16) in der G3-
Subgruppe auffällig. Die Analyse mittels T-Test (Tabelle 15) ergibt signifikante 
Unterschiede mit G3 > G1, G3 > Normalgewebe, G1 > Normalgewebe und 
Karzinomgewebe > Normalgewebe. Innerhalb der G3-Subgruppe zeigt sich kein 
signifikanter Unterschied zwischen den ERα positiven und negativen Gewebeproben. 
Innerhalb der Karzinomgruppen weisen alle der getesteten Proben, im Normalgewebe 
hingegen nur ein Anteil von 81% eine Expression von STK-15 auf (Tabelle 19). 
 
Tabelle 19 Anteil (in%) an Expressionen für STK-15 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (in %):  
Gesamt  94,8 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





Die Korrelation zwischen STK-15 und den einzelnen PR-Spleißvarianten (Tabelle 20) 
lässt in 7 Varianten (58%), nämlich PRΔ5, PRi45a, PRi45b, PRΔ3+4, PRΔ4+5, PRΔ6+7 
und PRΔ3+4+5,  negative schwache Korrelationskoeffizienten erkennen. Eine 
signifikante Korrelation zeigt sich jedoch nur mit PR B (rs = -0.25,  
p = 0.02), PR AB (rs = -0.26, p = 0.02) und mit panPR (rs = -0.24 und p = 0.03). Auch 





Tabelle 20 Korrelationsergebnisse zwischen Marker STK-15 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
und Zöfel 2000 (Tabelle 13) mit rs ≤ 0.2: sehr geringe Korrelation; 0.2 < rs ≤ 0.5: geringe Korrelation; 0.5 < rs ≤ 0.7: mittlere 
Korrelation; 0.7 < rs ≤ 0.9: starke Korrelation; rs ≥ 0.9: sehr starke Korrelation. 





























rs 0,13 0,17 -,14 0,01 -,13 -,02 0,00 -,09 -,13 -,08 -,08 0,03 -,25 -,26 -,24 
p 0,46 0,25 0,28 0,96 0,24 0,88 0,99 0,47 0,32 0,55 0,53 0,86 ,02 ,02 0,03 




Ähnlich dem Marker STK-15 zeigen sich auch bei Mybl-2 höhere Mittelwerte  
(Tabelle 16) innerhalb der G3-Subgruppe. Die Analyse mittels T-Test (Tabelle 15) 
bestätigt die signifikanten Ergebnisse in den Subgruppenvergleichen, d.h. G3 > G1, G3 
> Normalgewebe, G1 > Normalgewebe und Karzinomgewebe > Normalgewebe. 
Innerhalb der G3 ERα positiven / negativen Proben stellt sich kein signifikanter 
Unterschied dar. Erneut zeigen alle getesteten Karzinomproben eine Expression von 
Mybl-2 sowie 87% der Normalgewebeproben (Tabelle 21).  
 
Tabelle 21 Anteil (in%) an Expressionen für Mybl-2 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  96,6 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 







Mit Ausnahme des PRΔ2 zeigen sich für 92% der Spleißvarianten negative 
Korrelationskoeffizienten mit fünf signifikanten Ergebnissen (PRΔ5, PRi45a, PRΔ4+5, 
PRΔ6+7, PRΔ3+4+5). Ebenso sind signifikante Korrelationen mit den Isoformen und 
panPR mit ebenfalls negativem Spearman-rho-Koeffizienten zu erkennen (Tabelle 22).  
 
Tabelle 22 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Mybl-2 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
































rs 0,72 -,14 -,27 -,07 -,35 -,01 -,03 -,21 -,28 -,33 -,35 -,06 -,36 -,38 -,30 
p 0,68 0,34 0,03 0,61 0,00 0,94 0,86 0,09 0,03 0,01 0,01 0,69 ,00 ,00 0,01 




Die Cathepsin L2 Expression zeigt geringere Mittelwerte in der G1 Gruppe (Tabelle 16). 
Im T-Test sind signifikante Unterschiede innerhalb der Vergleiche der G1 ERα 
positiven/G3 ERα positiven, G1 ERα positiven/Normalgewebe sowie G1/G3 Subgruppen 
zu sehen. Sowohl im Normalgewebe als auch in der G3-Subgruppe zeigen sich 
signifikant höhere Werte als in den G1-Geweben. Die Analyse der prozentualen Anteile 
an Cathepsin-L2-positiv getesteten Proben ergibt einen geringeren Anteil in der G1-





Tabelle 23 Anteil (in%) an Expressionen für Cathepsin L2 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  86,2 
G1 ERα positiv 76,7 
G3 ERα negativ 96,2 
G3 ERα positiv 96,6 





Cathepsin-L2 weist in der Spearman-Korrelation lediglich ein signifikantes Ergebnis mit 
PRΔ6+7 auf (rs = -0,3; p = 0,02). Hier zeigt sich ein geringer entgegengesetzter 
Zusammenhang (Tabelle 24). 
 
Tabelle 24 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Cathepsin-L2 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,20 0,17 -,02 0,00 -,14 0,08 -,22 -,23 -,12 -,30 -,26 0,05 -,11 -,16 -,10 
p 0,26 0,27 0,90 0,98 0,26 0,61 0,16 0,09 0,40 0,02 0,05 0,77 ,34 ,18 0,39 




Stromelysin-3 zeigt einen merklich höheren Mittelwert in der G3 ERα positiven im 
Vergleich zu den anderen Subgruppen. Des Weiteren ist ein deutlich geringerer 
Mittelwert innerhalb der Normalgewebe sichtbar (Tabelle 16). Diesbezüglich bestätigt 
auch der T-Test für die G3 ERα positiven Gewebe signifikant höhere Werte im Vergleich 




signifikanten Unterschiede zeigen sich im Vergleich G3 ERα negativ/G1 ERα positiv, G3 
ERα negativ/Normalgewebe und zwischen G3/G1 (Tabelle 15). Innerhalb der 
Normalgewebe überwiegt der Anteil an negativen Proben (siehe Tabelle 25). 
 
Tabelle 25 Anteil (in%) an Expressionen für Stromelysin-3 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  82,8 
G1 ERα positiv 93,3 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 96,6 





Innerhalb der Spearman-Rho-Korrelationsdaten (Tabelle 26) ist lediglich ein signifikanter 
gleichsinniger Zusammenhang geringer Stärke mit der PRΔ2 Variante festzustellen.  
 
Tabelle 26 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Stromelysin-3 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,35 -,16 -,12 -,06 0,11 0,26 0,14 -,12 0,07 0,01 0,00 -,11 ,21 ,13 0,22 
p 0,04 0,28 0,36 0,69 0,34 0,09 0,35 0,37 0,60 0,92 0,98 0,46 ,07 ,25 0,05 







Die G3 Subgruppen präsentieren für Ki-67 höhere Mittelwerte als die anderen 
Subgruppen (Tabelle 16). Im T-Test zeigen sich signifikante Mittelwertunterschiede für 
alle Subgruppenvergleiche bis auf den Vergleich G3 ERα negativ/G3 ERα positiv 
(Tabelle 15). In den Karzinomgruppen weist ein größerer Anteil an Proben eine 
Expression von Ki-67 auf als in den Normalgewebegruppen (Tabelle 27). 
 
Tabelle 27 Anteil (in%) an Expressionen für Ki-67 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  83,6 
G1 ERα positiv 93,3 
G3 ERα negativ 92,3 
G3 ERα positiv 100,0 





Für den Proliferationsmarker Ki-67 kann keine signifikante Spearman-Rho-Korrelation 
mit den einzelnen PR-Spleißvarianten nachgewiesen werden. Es zeigt sich jedoch mit 
66,67% der Varianten ein eher negativ gerichteter Zusammenhang, wobei die 






Tabelle 28 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Ki-67 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte wurden 
gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl und Zöfel 
































rs -,05 0,12 -,04 0,15 -0,10 0,08 0,06 -0,08 -0,06 -0,17 -0,12 -0,01 -0,17 -0,18 -0,10 
p 0,77 0,45 0,76 0,32 0,40 0,60 0,69 0,54 0,64 0,19 0,39 0,96 0,14 0,13 0,38 




Cyclin B1 zeigt ebenso wie Ki-67, STK-15 und Mybl-2 in allen Subgruppen-Vergleichen 
signifikante Unterschiede, ausgeschlossen des Vergleichs zwischen der G3-Subgruppe 
und den ERα positiven/negativen Geweben (Tabelle 15). Die Betrachtung der 
Mittelwerte lässt folgende Schlussfolgerung zu: G3 ERα negativ > G3 ERα positiv > G1 
ERα positiv > Normalgewebe (Tabelle 16). Weitergehend kann ein signifikanter 
Unterschied zwischen der G1 und G3-Subgruppe festgestellt werden (Tabelle 15) 
Cyclin-B1 wird im Karzinomgewebe häufiger detektiert als im Normalgewebe, wie der 
Anteil der positiven Proben (Tabelle 29) erkennen lässt.  
 
Tabelle 29 Anteil (in%) an Expressionen für Cyclin B1 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  86,2 
G1 ERα positiv 93,3 
G3 ERα negativ 96,2 
G3 ERα positiv 100,0 







In Bezug auf die einzelnen Spleißvarianten korreliert Cyclin B1 signifikant positiv mit der 
Variante PRΔ7 mit einer geringen Korrelationsstärke (rs = 0,36; p = 0,01). In Betrachtung 
des panPR und der PR-Isoformen fallen schwache negative Korrelationskoeffizienten, 
jedoch ohne Signifikanz, auf (siehe Tabelle 30). 
 
Tabelle 30 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Cyclin B1 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
































rs 0,13 0,18 -,05 0,36 0,00 -,07 0,01 0,06 -,04 -,06 0,02 0,24 -,07 -,07 -,07 
p 0,45 0,22 0,70 0,01 0,98 0,64 0,95 0,64 0,78 0,67 0,88 0,11 ,55 ,56 0,52 




Für den Marker Her2neu ergeben sich deutlich höhere Mittelwert in der ERα negativen 
Subgruppe (Tabelle 16), während sich die ERα positiven Gruppen in ihrem Mittelwert 
ähneln. Bei der T-Testung wird lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen der G1 
ERα positiven und dem Normalgewebe nachgewiesen. Die Untersuchung von G3 ERα 
positivem zu Normalgewebe zeigt einen Unterschied von p = 0.06. Es wird kein 
signifikantes Ergebnis im Vergleich Karzinom/Normalgewebe gefunden (Tabelle 15) und 
auch Tabelle 31 zeigt sowohl in den Karzinomgeweben (100%) als auch in den 





Tabelle 31 Anteil (in%) an Expressionen für Her2neu innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  99,1 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





Viele signifikante Korrelationen zeigen sich im Spearman-Rho-Test (Tabelle 32) 
zwischen Her2neu und den einzelnen Varianten, genauer gesagt PRΔ2, PRΔ5, PRi45a, 
PRi45b, PRΔ2+3, PRΔ4+5 und PRΔ6+7, sowie der Isoform PRB und dem panPR. 
Auffällig ist hierbei ein im Vergleich etwas höherer Korrelationskoeffizient mit PRΔ2 und 
PRΔ5, welche ein hoch signifikantes Ergebnis aufweisen. Bis auf PRΔ3 sind die 
Korrelationkoeffzienten stets positiv gerichtet. 
 
Tabelle 32 Korrelationsergebnisse zwischen Marker Her2neu und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,58 -,12 0,40 0,20 0,23 0,41 0,31 0,14 0,27 0,28 0,20 0,10 0,27 0,19 0,24 
p 0,00 0,44 0,00 0,16 0,04 0,01 0,03 0,26 0,03 0,03 0,12 0,51 ,01 ,10 0,03 







In den ERα positiven sowie im Normalgewebe finden sich ähnliche mittlere 
Expressionswerte für p21/WAF (Tabelle 16). Der T-Test bestätigt diese erste Auffälligkeit 
mit signifikanten Unterschieden zwischen G1 ERα positiv/G3 ERα negativ, G3 ERα 
positiv/G3 ERα negativ und Normalgewebe/G3 ERα negativ. Zwischen den ERα 
positiven und Normalgewebeproben sowie den gesamten Karzinom- und 
Normalgeweben ergeben sich keine Signifikanzen. Zwischen den sich nur im Grading 
unterscheidenden Gruppen ist ebenfalls kein signifikanter Unterschied festzustellen. 
Gleiche signifikante Markierungen finden sich bei Bcl-2 und BAG-1 (Tabelle 15). 
WAF zeigt im Gegensatz zu den zuvor besprochenen Marker einen etwas größeren 
Anteil an negativen Proben innerhalb der Normalgewebegruppen und auch innerhalb 
der ERα negativen Subgruppe (Tabelle 33). 
 
Tabelle 33 Anteil (in%) an Expressionen für p21/WAF innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  69,0 
G1 ERα positiv 76,7 
G3 ERα negativ 65,4 
G3 ERα positiv 96,6 





Zwischen p21/WAF und den einzelnen Spleißvarianten ergeben sich keine signifikanten 





Tabelle 34 Korrelationsergebnisse zwischen Marker p21/WAF und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,12 -,17 0,27 0,12 0,18 0,15 0,17 0,14 0,24 0,22 -,04 0,19 ,20 ,20 0,23 
p 0,52 0,29 0,06 0,44 0,15 0,37 0,28 0,31 0,09 0,10 0,81 0,23 ,11 ,11 0,07 




Innerhalb des T-Tests können keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der 
Mittelwerte gefunden werden. Im Anbetracht der Expressionen werden etwas weniger 
positive Proben innerhalb der Normalgewebegruppe detektiert (Tabelle 35). 
 
Tabelle 35 Anteil (in%) an Expressionen für GRB-7 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  89,7 
G1 ERα positiv 93,3 
G3 ERα negativ 92,3 
G3 ERα positiv 100,0 





Eine Korrelation mit positivem Korrelationskoeffizienten (rs = 0.31) findet sich zwischen 
GRB-7 und PRΔ5 (Tabelle 36). PRΔ5 zeigt bereits bei Her2neu eine im Vergleich 





Tabelle 36 Korrelationsergebnisse zwischen Marker GRB-7 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
und Zöfel 2000 (Tabelle 13). 































rs 0,12 -,15 0,31 0,06 0,08 0,25 0,09 -0,08 0,16 -0,03 0,00 0,01 ,17 ,10 0,13 
p 0,51 0,34 0,02 0,67 0,49 0,11 0,53 0,57 0,23 0,81 0,98 0,93 ,13 ,40 0,25 




Wie bereits bei GRB-7 kann auch für CD-68 kein signifikanter T-Test zwischen den 
Subgruppen ermittelt werden (Tabelle 15). GRB-7 zeigt in allen Subgruppen in nahezu 
allen Proben eine Expression (Tabelle 37).  
 
Tabelle 37 Anteil (in%) an Expressionen für CD-68 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  98,3 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





Mit den Spleißvarianten PRΔ3 und PRΔ2+3 ergibt sich für CD-68 eine signifikante 
Korrelation (Tabelle 38). Während PRΔ3 einen negativen Korrelationskoeffizienten 
aufweist (rs = -0,46; p = 0,00), zeigt sich für PRΔ2+3 einen gleichgerichteten 






Tabelle 38 Korrelationsergebnisse zwischen Marker CD-68 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,07 -,46 0,07 -,03 0,14 0,04 0,37 0,10 0,18 0,05 0,01 0,22 ,06 ,03 0,10 
p 0,67 0,00 0,58 0,82 0,22 0,79 0,01 0,42 0,16 0,69 0,93 0,14 ,62 ,79 0,38 




Bezüglich des Markers BAG-1 fallen bei Betrachtung der Mittelwerte (Tabelle 16) erneut 
ein Unterschied zwischen ERα positivem und negativem Gewebe auf. Wie bei Bcl-2 und 
WAF zeigen sich innerhalb der Subgruppenvergleiche G1 ERα positiv/G3 ERα negativ, 
G3 ERα positiv/G3 ERα negativ und Normalgewebe/G3 ERα negativ signifikante p-
Werte, jedoch nicht innerhalb der G1/G3 oder Karzinomgewebe/Normalgewebe Testung 
(Tabelle 15).  
Wie in Tabelle 39 zu sehen, besitzt fast jede untersuchte Probe eine Expression an 





Tabelle 39 Anteil (in%) an positiven Proben (also positive Expression) für BAG-1 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  99,1 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





75% der Spleißvarianten sowie die PR-Isoformen und panPR lassen eine signifikante 
Korrelation mit dem Marker BAG-1 erkennen, stets mit positivem Spearman-Rho-
Korrelationskoeffizienten mit geringer bis mittlerer Stärke. Keine Korrelation ergibt sich 
für PRΔ2, PRΔ3 und PRΔ3+4+5+6 (Tabelle 40). 
 
Tabelle 40 Korrelationsergebnisse zwischen Marker BAG-1 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
































rs 0,32 -,02 0,58 0,43 0,55 0,30 0,56 0,47 0,50 0,52 0,44 0,21 ,48 ,47 0,49 
p 0,06 0,87 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 ,00 ,00 0,00 




Bei SCUBE-2 (Signal peptide-complement proteins C1r/C1s, Uegf, and Bmp1-EGF 
domain-containing protein 2) sticht der deutlich hohe Mittelwert in der G1 ERα positiven 
Gruppe hervor (Tabelle 16). Es zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den 




positiv/Normalgewebe und Karzinom-/Normalgewebe (Tabelle 15). Innerhalb der G3 
ERα negativen Gruppe ist ein sichtbar höherer Anteil an negativen Proben zu erkennen 
als in den ERα positiven Subgruppen. Sowohl im Normalgewebe als auch im 
Karzinomgewebe zeigt sich fast durchweg eine Expression von SCUBE-2 (Tabelle 41).  
 
Tabelle 41 Anteil (in%) an Expressionen für SCUBE-2 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  94,0 
G1 ERα positiv 96,7 
G3 ERα negativ 80,8 
G3 ERα positiv 100,0 





Bis auf die Varianten PRΔ2 und PRΔ2+3 korrelieren alle Spleißvarianten mit der 
Expression des SCUBE-2. Es zeigen sich hierbei stets gleichgerichtete 
Zusammenhänge. Die PR-Isoformen sowie panPR besitzen sogar signifikante mittlere 
Korrelationsstärken (Tabelle 42).  
 
Tabelle 42 Korrelationsergebnisse zwischen Marker SCUBE-2  und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
































rs 0,28 0,33 0,48 0,30 0,61 0,35 0,25 0,34 0,40 0,38 0,39 0,32 ,64 ,60 0,65 
p 0,09 0,02 0,00 0,04 0,00 0,02 0,08 0,01 0,00 0,00 0,00 0,03 ,00 ,00 0,00 







E-Cadherin zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich der Subgruppen G1 ERα 
positiv/G3 ERα negativ, G1 ERα positiv/Normalgewebe, G3 ERα negativ/G3 ERα positiv 
und G3 ERα positiv/Normalgewebe, jedoch nicht bei Vergleich der verschiedenen 
Grading-Gruppen (Tabelle 15). Auch in der Karzinomgruppe lässt sich ein signifikanter 
Unterschied zum Normalgewebe feststellen, wobei beide Gruppen fast ausschließlich 
positive Expressionen an E-Cadherin aufzeigen (Tabelle 43). 
 
Tabelle 43 Anteil (in%) an Expressionen für E-Cadherin innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  99,1 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





Signifikante Korrelationen zeigen sich bei der statistischen Analyse von E-Cadherin mit 
PRΔ5, PRi45a, PRΔ2+3, PRΔ4+5, PRΔ6+7, den Isoformen sowie panPR (Tabelle 44). 
Die Korrelationen sind stets gleichgerichtet. Kein Signifikantes Ergebnis ergeben die 
Varianten PRΔ2, PRΔ3, PRΔ7, PRi45b, PRΔ3+4, PRΔ3+4+5 und PRΔ3+4+5+6. PRΔ3 
erhält als einzige Variante einen negativen Korrelationskoeffizienten ohne Signifikanz  





Tabelle 44 Korrelationsergebnisse zwischen Marker E-Cadherin  und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 


































rs 0,22 -,26 0,38 0,13 0,32 0,23 0,41 0,25 0,31 0,30 0,20 0,29 ,32 ,33 0,39 
p 0,19 0,07 0,00 0,37 0,00 0,13 0,00 0,05 0,02 0,02 0,13 0,05 ,00 ,00 0,00 




PTEN zeigt als einziger Marker seinen höchsten Mittelwert in der Normalgewebegruppe 
(Tabelle 16). Hierbei resultiert sogar ein signifikanter Unterschied zwischen den 
Karzinom- und Normalgewebeproben mit p<0.01. Bis auf den Vergleich der ERα 
positiven Subgruppen, sowie den G3-Subgruppen weisen alle Subgruppenvergleiche 
signifikante p-Werte auf (Tabelle 15). Wiederum zeigt sich in fast allen getesteten 
Proben eine Expression (Tabelle 45). 
 
Tabelle 45 Anteil (in%) an Expressionen für PTEN innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
positive Expressionen (%) 
Gesamt  98,3 
G1 ERα positiv 100,0 
G3 ERα negativ 100,0 
G3 ERα positiv 100,0 





Auch bei der statistischen Testung mittels Spearman-Rho werden signifikante 




Ausgeschlossen sind PRΔ2 und PRΔ2+3, die keine Signifikanz aufweisen. Es zeigt sich 
also das gleiche Muster wie bei den Korrelationsergebnissen von SCUBE-2.  
 
Tabelle 46 Korrelationsergebnisse zwischen Marker PTEN und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte wurden 
gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl und Zöfel 
































rs 0,25 0,57 0,40 0,48 0,60 0,51 0,21 0,25 0,34 0,58 0,58 0,46 ,45 ,46 0,46 
p 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 ,00 ,00 0,00 




Die Subgruppenvergleiche G1 ERα positiv/G3 ERα negativ, G3 ERα positiv/G3 ERα 
negativ und Normalgewebe/G3 ERα negativ liefern signifikante Testergebnisse (Tabelle 
15). Auch bei den Mittelwerten, hebt sich die G3 ERα negative Subgruppe mit einem 
deutlich niedrigeren Wert von den anderen Subgruppen ab (Tabelle 16). Vor allem die 
ERα Komponente scheinen bei dieser Betrachtung also wichtig. An positiven 
Expressionen ergeben sich für alle Subgruppen mit 75-80% ähnliche Anteile (Tabelle 
47). 
 
Tabelle 47 Anteil (in%) an Expressionen für GSTM-1 innerhalb der verschiedenen Subgruppen. 
GSTM1: positive Expressionen (%) 
Gesamt  80,2 
G1 ERα positiv 80,0 
G3 ERα negativ 76,9 
G3 ERα positiv 79,3 






Sowohl die Isoformen und der panPR als auch die Hälfte der Spleißvarianten zeigen 
eine positiv gerichtete signifikante Korrelation mit der GSTM-1 Expression. Zu diesen 
Varianten zählen PRΔ2, PRΔ5, PRi45a, PRΔ3+4, PRΔ6+7 und PRΔ3+4+5 (Tabelle 48). 
 
Tabelle 48 Korrelationsergebnisse zwischen Marker GSTM-1 und den einzelnen PR-Spleißvarianten. Signifikante p-Werte 
wurden gelb markiert, die farbliche Kennzeichnung der Korrelationsstärke des Spearman-Rho-Koeffizienten richtet sich nach Bühl 
































rs 0,50 0,03 0,37 0,31 0,49 0,29 0,19 0,37 0,27 0,31 0,41 0,36 ,46 ,43 0,49 
p 0,01 0,87 0,01 0,06 0,00 0,11 0,24 0,01 0,06 0,03 0,00 0,04 ,00 ,00 0,00 





Gesamtdarstellung der Korrelation der PR-Spleißvarianten mit den verschiedenen 
Markern.  
Zur besseren Veranschaulichung sind in den folgenden Tabellen die 
Korrelationsergebnisse der Spearman-Rho-Korrelatin der einzelnen PR-Spleißvarianten 
mit den verschiedenen Markern in einer Gesamtübersicht dargestellt. In Tabelle 49 sind 
hierbei die Marker mit bekannter Assoziation zu Karzinomen zusammengefasst, 
wohingegen Tabelle 50 die Marker ohne Assoziation zeigt. Die Analyse erfolgte mittels 
Spearman-Rho-Korrelation, Signifikanzen sind gelb markiert. 
 
Tabelle 49 Korrelation der PR-Spleißvarianten mit "pro-Karzinom" Markern 












WAF GRB7 CD68 BAG1 
PRΔ2 
rs 0,31 0,13 0,72 0,20 0,35 -0,05 0,13 0,58 0,12 0,12 0,07 0,32 
p 0,07 0,46 0,68 0,26 0,04 0,77 0,45 0,00 0,52 0,51 0,67 0,06 
N 35 36 36 32 35 33 35 36 29 34 36 36 
PRΔ3 
rs 0,32 0,17 -0,14 0,17 -0,16 0,12 0,18 -0,12 -0,17 -0,15 -0,46 -0,02 
p 0,03 0,25 0,34 0,27 0,28 0,45 0,22 0,44 0,29 0,34 0,00 0,87 
N 48 48 48 43 47 44 47 48 42 44 48 48 
PRΔ5 
rs 0,37 -0,14 -0,27 -0,02 -0,12 -0,04 -0,05 0,40 0,27 0,31 0,07 0,58 
p 0,00 0,28 0,03 0,90 0,36 0,76 0,70 0,00 0,06 0,02 0,58 0,00 
N 65 66 65 61 59 57 59 66 48 61 66 66 
PRΔ7 
rs 0,24 0,01 -0,07 0,00 -0,06 0,15 0,36 0,20 0,12 0,06 -0,03 0,43 
p 0,10 0,96 0,61 0,98 0,69 0,32 0,01 0,16 0,44 0,67 0,82 0,00 
N 49 49 49 43 47 46 47 49 41 47 49 49 
PR i45a 
rs 0,48 -0,13 -0,35 -0,14 0,11 -0,10 0,00 0,23 0,18 0,08 0,14 0,55 
p 0,00 0,24 0,00 0,26 0,34 0,40 0,98 0,04 0,15 0,49 0,22 0,00 
N 80 81 81 71 79 77 78 81 64 77 81 81 
PR i45b 
rs 0,62 -0,02 -0,01 0,08 0,26 0,08 -0,07 0,41 0,15 0,25 0,04 0,30 
p 0,00 0,88 0,94 0,61 0,09 0,60 0,64 0,01 0,37 0,11 0,79 0,04 
N 45 45 45 40 44 43 45 45 40 44 45 45 
PRΔ2+3 
rs 0,36 0,00 -0,03 -0,22 0,14 0,06 0,01 0,31 0,17 0,09 0,37 0,56 
p 0,01 0,99 0,86 0,16 0,35 0,69 0,95 0,03 0,28 0,53 0,01 0,00 





rs 0,27 -0,09 -0,21 -0,23 -0,12 -0,08 0,06 0,14 0,14 -0,08 0,10 0,47 
p 0,03 0,47 0,09 0,09 0,37 0,54 0,64 0,26 0,31 0,57 0,42 0,00 
N 64 64 64 57 62 60 61 64 54 60 64 64 
PRΔ4+5 
rs 0,40 -0,13 -0,28 -0,12 0,07 -0,06 -0,04 0,27 0,24 0,16 0,18 0,50 
p 0,00 0,32 0,03 0,40 0,60 0,64 0,78 0,03 0,09 0,23 0,16 0,00 
N 62 62 62 56 60 58 60 62 51 58 62 62 
PRΔ6+7 
rs 0,28 -0,08 -0,33 -0,30 0,01 -0,17 -0,06 0,28 0,22 -0,03 0,05 0,52 
p 0,02 0,55 0,01 0,02 0,92 0,19 0,67 0,03 0,10 0,81 0,69 0,00 
N 64 65 65 57 63 61 63 65 56 61 65 65 
PRΔ3+4+5 
rs 0,37 -0,08 -0,35 -0,26 0,00 -0,12 0,02 0,20 -0,04 0,00 0,01 0,44 
p 0,00 0,53 0,01 0,05 0,98 0,39 0,88 0,12 0,81 0,98 0,93 0,00 
N 60 61 61 56 61 57 59 61 51 57 61 61 
PRΔ3+4+5+6 
rs 0,21 0,03 -0,06 0,05 -0,11 -0,01 0,24 0,10 0,19 0,01 0,22 0,21 
P 0,15 0,86 0,69 0,77 0,46 0,96 0,11 0,51 0,23 0,93 0,14 0,16 
N 47 47 47 41 46 44 46 47 43 45 47 47 
panPR 
rs 0,46 -0,24 -0,30 -0,10 0,22 -0,10 -0,07 0,24 0,23 0,13 0,10 0,49 
p 0,00 0,03 0,01 0,39 0,05 0,38 0,52 0,03 0,07 0,25 0,38 0,00 
N 80 81 81 71 79 77 78 81 63 77 81 81 
 
 
Tabelle 50 Korrelation der PR-Splicevarianten mit "contra-Karzinom" Markern 
 SCUBE2 E-Cadherin PTEN GSTM1 
PRΔ2 
rs 0,28 0,22 0,25 0,50 
p 0,09 0,19 0,14 0,01 
N 36 36 36 29 
PRΔ3 
rs 0,33 -0,26 0,57 0,03 
p 0,02 0,07 0,00 0,87 
N 48 48 8 34 
PRΔ5 
rs 0,48 0,38 0,40 0,37 
p 0,00 0,00 0,00 0,01 
N 64 66 65 51 
PRΔ7 
rs 0,30 0,13 0,48 0,31 
p 0,04 0,37 0,00 0,06 





rs 0,61 0,32 0,60 0,49 
p 0,00 0,00 0,00 0,00 
N 78 81 81 64 
PRi45b 
rs 0,35 0,23 0,51 0,29 
p 0,02 0,13 0,00 0,11 
N 44 45 45 33 
PRΔ2+3 
rs 0,25 0,41 0,21 0,19 
p 0,08 0,00 0,14 0,24 
N 49 50 50 39 
PRΔ3+4 
rs 0,34 0,25 0,25 0,37 
p 0,01 0,05 0,04 0,01 
N 62 64 64 50 
PRΔ4+5 
rs 0,40 0,31 0,34 0,27 
p 0,00 0,02 0,01 0,06 
N 59 62 62 48 
PRΔ6+7 
rs 0,38 0,30 0,58 0,31 
p 0,00 0,02 0,00 0,03 
N 63 65 65 50 
PRΔ3+4+5 
rs 0,39 0,20 0,58 0,41 
p 0,00 0,13 0,00 0,00 
N 59 61 61 48 
PRΔ3+4+5+6 
rs 0,32 0,29 0,46 0,36 
p 0,03 0,05 0,00 0,04 
N 47 47 47 34 
panPR 
rs 0,65 0,39 0,46 0,49 
p 0,00 0,00 0,00 0,00 






 5.7 „Matched Pairs“ 
Die Untersuchung der „Matched Pairs“ erfolgte mittels nonparametrischem  Wilcoxon-
Test für verbundene Stichproben zur Analyse der zentralen Tendenz von 
Rangdifferenzen im Vergleich von 27 Mammakarzinom- und dazugehörigen 
Normalgewebeproben. Hierdurch kann ein möglicher Unterschied in der 
Expressionsstärke untersucht werden. Es wurden jeweils eine Karzinom- und eine 
Normalgewebeprobe derselben Patientin verglichen. Miteinbezogen wurden 
ausschließlich Werte mit positiver Schmelzkurve.  
Signifikante Ergebnisse zeigen sich im Hinblick auf die Spleiß-Varianten  
PRΔ7 (z = -2.073, p = 0.0382) und PRΔ6+7 (z = -2.173, p = 0.0298 ) sowie die 
Isoformen PR-B (z = -2.062, p = 0.0392) und PR-AB (z = -2.346 ,p = 0.019).  
Diese Varianten unterscheiden sich also signifikant in ihrer zentralen Tendenz des 
Expressionverhaltens zwischen den Karzinom- und Normalgewebeproben. Beide 
Spleißvarianten, die ein signifikantes Ergebnis in der Wilcoxon-Testung zeigen, weisen 
eine Deletion des Exons 7 auf.  
Die folgenden Diagramme (Abbildung 13 bis Abbildung 16) zeigen die Verteilung der R-
Werte innerhalb der „Matched Pairs“ der jeweiligen PR-Spleißvariante. Hierbei sind bei 
den Mammakarzinom-Proben in den meisten Fällen deutlich höhere Werte als bei den 






Abbildung 13 Wilcoxon-Test der untersuchten "matched pairs" für die Spleißvariante PRΔ7. Die statistische Auswertung ergab 
einen z-Wert von -2.073 mit einer Signifikanz von p = 0.038. Bei 70% der Paare gilt R (Mammakarzinom) > R (Normalgewebe). 
 
 
Abbildung 14 Wilcoxon-Test der untersuchten "matched pairs" für die Spleißvariante PRΔ6+7. Die statistische Auswertung 


































































































































































Abbildung 15 Wilcoxon-Test der untersuchten "matched pairs" für die Isoform PR B. Die statistische Auswertung ergab einen  
z-Wert von -2.062 mit einer Signifikanz von p = 0.039. Bei 68% der Paare gilt R (Mammakarzinom) > R (Normalgewebe). 
 
 
Abbildung 16 Wilcoxon-Test der untersuchten "matched pairs" für PR AB. Die statistische Auswertung ergab einen z-Wert von 

















































































































































































































 6. Diskussion 
Wie bereits in Kapitel 1 erläutert, stellt das Mammakarzinom die häufigste 
Krebserkrankung des weiblichen Geschlechts dar (Robert Koch-Institut und die 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2012).  
Die Therapie des Mammakarzinoms gliedert sich in verschiedene Säulen und wird 
individuell an die Eigenschaften des Karzinoms der jeweiligen Patientin angepasst. Eine 
wichtige Rolle in der Therapie spielen unter anderem endokrine Angriffsmöglichkeiten, 
z.B. Aromatasehemmer, selektive Östrogenrezeptormodulatoren sowie Antiprogesterone 
(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et al. 2012).  
Zu diesem Zweck werden prädiktive Faktoren ermittelt, denen eine Vorhersagekraft 
bezüglich des Ansprechens auf eine endokrine Therapie zugesprochen wird. Hierzu 
zählen der Hormonrezeptorstatus, der Her2neu-Status sowie die Expression 
verschiedener Proliferationsmarker (z.B. Ki-67) (Kreienberg 2010). Im Hinblick auf den 
Hormonrezeptorstatus wurden dem Progesteronrezeptor im Laufe der Zeit zunehmend 
prädiktive Eigenschaften zugestanden (Ravdin et al. 1992; Bardou 2003, 2003; 
Hammond et al. 2010).  
Bei der Bestimmung des Progesteronrezeptorstatus werden derzeit leitliniengerecht 
immunhistochemische Analysen (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et al. 2012) 
mittels spezifischer N-Terminus-gerichteter Antikörper angewandt. Diese können jedoch 
weder die Isoformen noch verschiedene Spleißvarianten des Progesteronrezeptors 
unterscheiden (Richer et al. 1998; Cork et al. 2012).  
Da bereits zahlreiche Progesteronrezeptor-Spleißvarianten bekannt sind, wurde in der 
vorliegenden Arbeit Brustkrebsgewebe mittels real time-PCR auf die Expression 
verschiedener Spleißvarianten in bestimmten Profilmustern untersucht. Von Interesse 
war dabei auch der ERα Status, da die Transkription des Progesteronrezeptors als 
östrogenabhängig gilt (Kastner et al. 1990; Cork et al. 2012).  
Im Verlauf der Ausarbeitung dieser Arbeit wurden daher drei Subgruppen an 
Karzinomgewebe (G1 ERα positives, G3 ERα positives und G3 ERα negatives Gewebe) 




sowie des Gradings, die ebenfalls zu den Prognose- und Prädiktionsfaktoren zählen, in 
Verbindung mit den Progesteronezeptor-Spleißvarianten analysiert werden. Des 
Weiteren wurde ein Vergleich von „Matched Pairs“ aus Mammakarzinom- und 
Normalgewebe vorgenommen, um eine mögliche Krebsgewebsspezifität einzelner 
Spleißvarianten detektieren zu können.  
In der Literatur sind bestimmte biologische Marker beschrieben, die ein spezifisches 
Verhalten innerhalb von Krebsgewebe aufweisen und eine Aussage über zum Beispiel 
die Aggressivität oder Prognose von Tumoren ermöglichen. Daher wurde eine 
Korrelation von Markern mit verschiedenen Spleißvarianten vermutet und in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. 
 
 6.1 Expressionsprofile der Spleißvarianten 
In den vorliegenden Untersuchungen wurden 30 G1 ERα positive, 26 G3 ERα negative, 
29 G3 ERα positive sowie 31 Proben aus gesundem Brustgewebe mittels real time-PCR 
auf die Expression verschiedener PR-Spleißvarianten hin untersucht. Innerhalb der ERα 
positiven Subgruppe konnte eine deutlich höhere Anzahl an Expressionen 
verschiedener Spleißvarianten detektiert werden als in ERα negativem Gewebe 
(Abbildung 6 bis Abbildung 9). Dies lässt sich auf eine ER-abhängigen Transkription des 
Progesteronrezeptorgens zurückführen, wie sie bereits in der Literatur beschrieben 
wurde (Horwitz und McGuire 1975).  
Auffällig ist jedoch, dass sich in rund dreiviertel (76,5%) der immunhistochemisch als 
ERα negativ klassifizierten Karzinomgeweben in dieser Arbeit eine Expression an 
panERα mittels real time-PCR nachweisen lässt. Innerhalb der immunhistochemisch 
ERα positiven Gewebe zeigt sich auch mittels real time-PCR eine panERα Expression in 
98,3% der Fälle. Es wurde bereits eine Vielzahl an ERα-Spleißvarianten (Poola und 
Speirs 2001; McGuire et al. 1991) beschrieben, die jedoch nicht mit den 
immunhistochemisch angewandten Antikörpern detektiert werden können. Der in der 
vorliegenden Arbeit verwendete panERα-Primer könnte solche Varianten miterfasst 
haben. Weitergehend ist zu berücksichtigen, dass bei der Unterteilung in eine ERα 




Genexpression gleichgesetzt werden kann. Möglich wären daher Faktoren, die einen 
Einfluss auf die Proteintranslation der transkribierten Gene haben. 
Andere Studien beschrieben bereits einen geringen Anteil an ER negativen/PR positiven 
Tumoren (Osborne 1998; Hewitt und Korach 2000), für die ein besseres Ansprechen auf 
eine Hormontherapie als für ER negative/PR negative Tumoren gezeigt werden konnte 
(Osborne et al. 2005). Auch in dieser Arbeit konnten im Expressionsprofil der als ERα 
negativ klassifizierten Geweben PR-Expressionen gefunden werden (Abbildung 7), 
sowohl des panPR als auch einzelner Spleißvarianten. Die Transkription der PR-
Spleißvarianten könnte also ebenso durch ER-unabhängige Faktoren bedingt und damit 
auch in Abwesenheit von ER aktiv sein, wie es bereits für den PR nachgewiesen wurde 
(Giulianelli et al. 2012).  
Dem ER/PR Status kommt bei der Behandlung von Brustkrebspatientinnen eine große 
Bedeutung zu. So wird einem ER positiven/PR positiven Tumor ein besseres 
Ansprechen auf eine endokrine Therapie zugesprochen als einem PR negativen Tumor. 
Dennoch wurden auch PR negative Tumoren nachgewiesen, die von einer endokrinen 
Therapie profitierten und bei denen eine bleibende Aktivität des ER trotz PR-Negativität 
erfasst wurde (Osborne et al. 2005). Die Hypothese, dass ein PR negativer Tumor einen 
nicht-funktionierenden ER beinhalte, musste damit überdacht werden. Bereits in 
früheren Studien konnte auch innerhalb von PR negativ klassifiziertem Gewebe solche 
PR-Spleißvarianten nachgewiesen werden (Cork et al. 2012). Eine Untersuchung der 
Patientinnen auf die PR-Spleißvarianten hin könnte somit eine Optimierung der 
prädiktiven Aussage des Hormonrezeptorstatus erzielen. Dem Progesteronrezeptor wird 
ein unabhängiger prädiktiver und prognostischer Wert zugesprochen (Ravdin et al. 
1992; Bardou 2003), sodass eine genauere Klassifizierung von Vorteil sein dürfte. Viele 
Studien untersuchten bisher eine Korrelation zwischen verschiedenen Risikofaktoren mit 
dem ER/PR-Status (Kreiger et al. 1991; Potter et al. 1995; Colditz et al. 2004). Die 
Ergebnisse müssten bei Beachtung der Expression von Progesteronrezeptor-
Spleißvarianten möglicherweise neu definiert werden. 
Die Variante PRi45a zeigt im Gegensatz zu den anderen Varianten einen recht 




Subgruppe. Eine überwiegend ERα-unabhängige Trankription des PRi45a wäre daher 
denkbar. PRi45a zeichnet sich durch eine Exoninsertion zwischen Exon 4 und Exon 5 
aus (Yamanaka et al. 2002). Da diese Variante eine strukturelle Ähnlichkeit mit dem 
Protein von PRΔ6 aufweist, könnte PR i45a laut Literatur ebenso eine inhibitorische 
Wirkung auf die Isoformen PR A und B besitzen (Hirata et al. 2002a). Da sich in der 
vorliegenden Arbeit eine Übereinstimmung der Verteilung im Expressionsprofil des 
PRi45a und des PR-B zeigt, kann eine Suppression auf genetischer Basis durch die 
vorliegende Arbeit nicht bestätigt werden (Abbildungen 3-6 und Tabelle 9). Eine 
inhibitorische Wirkung auf Proteinebene kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. 
 
 6.2 Codierung der Expressionsprofile 
Bei der Codierung der Expressionsprofile der einzelnen Mammakarzinom-Proben (siehe 
Kapitel 5.2) konnte lediglich ein gehäuftes Auftreten der Kombination aller 
Spleißvarianten in den ERα positiven Proben nachgewiesen werden. Möglicherweise 
war die Anzahl der untersuchten Proben (85 Karzinomproben) zu gering, um relevante 
Profile erkennen zu können. Unter Umständen könnte eine definierte Gruppierung der 
Karzinomproben nach verschiedenen zusätzlichen Merkmalen, wie Alter der Patientin 
oder Menopausenstatus, mehr gemeinsame Expressionsprofile verzeichnen. Dass 
dieses Profil nur in den ERα positiven Geweben zu finden war, lässt sich mit dem 
allgemeinen Überwiegen von PR-Spleißvarianten in ERα positivem im Gegensatz zu 
ERα negativem Gewebe in Einklang bringen. Auch ohne einheitliche Profile könnten 
einzelne Spleißvarianten eine besondere Rolle im Verhalten der Tumoren spielen. Um 
das Verhalten dieser Spleißvarianten jedoch genauer untersuchen zu können, sind 
ebenso Studien zur Analyse der Expression solcher Spleißvarianten auf Proteinebene 




 6.3 Subgruppenvergleiche 
Die ERα positiven Subgruppen zeigen in der Regel eine signifikant höhere Expression 
an PR-Spleißvarianten im Vergleich zu den ERα negativen Gewebe. Dies könnte sich, 
wie bereits bei den Expressionsprofilen erwähnt, auf eine östrogenabhängige 
Transkription von PR zurückführen lassen (Horwitz und McGuire 1975). In den 
Vergleichen der G1 und G3 Gruppen lassen sich keine signifikanten Unterschiede 
nachweisen. Die Stärke der Expression der Spleißvarianten scheint also unabhänig vom 
Grading der Tumoren zu sein. Andere Forschungsergebnisse zeigen jedoch eine 
inverse Korrelation zwischen dem ERα/PR-Status und Tumor-Grading (Jovicić-
Milentijević et al. 2004; Atchley et al. 2008; Graeser et al. 2009). Wichtig ist auch hier zu 
beachten, dass in der vorliegenden Arbeit stets nur Werte der positiven Proben 
einbezogen wurden.  
 
 6.4 Korrelation der einzelnen PR-Spleißvarianten mit panPR 
Die panPR Variante wurde mittels eines Primers erfasst, der die Isoformen des 
Progesteronrezeptors erkennt. Im Test der einzelnen PR-Spleißvarianten zeigt sich stets 
eine gleichgerichtete signifikante Korrelation mit panPR. Dies bedeutet, dass Proben mit 
höherer Expression einer Variante auch eine höhere Expression von panPR zeigen. 
Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass bei zunehmender Anzahl der Transkripte 
des PR-Gens auch das alternative Spleißen hochreguliert wird, sodass mehr Varianten 
nachzuweisen sind. PR Varianten scheinen schließlich durch alternatives Spleißen der 
primären Transkripte der wildtype-PR zu entstehen (Misao et al. 1998). Beachtet werden 
muss jedoch, dass nur positive Schmelzkurven in die Korrelation einbezogen wurden. 
Allerdings werden nicht alle Varianten zu 100% von den Gewebeproben exprimiert 
(siehe Expressionsprofile Abbildung 3-6). Bei einer hohen Expression von panPR kann 
also nicht generell von einer Expression der verschiedenen Spleißvarianten 
ausgegangen werden. Dies deutet auf das Vorhandensein unterschiedlicher Faktoren 
hin, die Einfluss auf das alternative Spleißen haben, wie es bereits in zahlreiche Studien 




 6.5 Korrelation der einzelnen PR-Spleißvarianten mit panERα 
In den vorliegenden Ergebnissen kann eine deutliche Assoziation der PR-Varianten mit 
der Expression von panERα nachgewiesen werden (Tabelle 10). Alle signifikanten 
Korrelationen sind gleichgerichtet, sodass eine erhöhte Expression von panERα mit 
einer erhöhten Expression der PR-Spleißvarianten einhergeht. In welcher Richtung sich 
die Variablen bedingen, kann durch die Korrelation jedoch nicht festgestellt werden.  
Bereits für PR wurde eine östrogenabhängige Transkription postuliert (Horwitz und 
McGuire 1975; Kastner et al. 1990). In den erstellten Expressionsprofilen dieser Arbeit 
(Abbildung 6 bis 8) ist ein Überwiegen der Expressionen der PR-Varianten im ERα 
positiven Gewebe zu sehen. Es könnte also eine Beeinflussung der alternativen Spleiß-
Events, z.B. durch Regulation der Spleiß-Faktoren durch ERα erfolgen, die auch bereits 
für andere Genexpressionen nachgewiesen wurde (Zhang et al. 2007; Zhu et al. 2005).  
Durch Giulianelli et al. wurde eine Interaktion zwischen ERα und den PR-Isoformen auf 
Promotorebene festgestellt, die zur verstärkten Progestin-abhängigen Proliferation 
innerhalb von Brustkrebsgewebe führt (Giulianelli et al. 2012). Eine derartige Interaktion 
ließe sich ebenso für die PR-Spleißvarianten vermuten. Während in der Literatur eine 
Downregulation der ERα Expression durch PR-B beschrieben wurde (Amicis et al. 
2009), zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung eine signifikante gleichgerichtete 
Korrelation mit einer mittleren Korrelationsstärke von rs = 0,649 (p = 0.000). Da die 
Expression auf cDNA-Ebene gemessen wurde, könnte dennoch eine Downregulation 






 6.6 Korrelation der PR-Spleißvarianten mit verschiedenen Markern 
Zur besseren Veranschaulichung wird im folgenden Kapitel auf jeden Marker einzeln 
eingegangen. Es wird seine Bedeutung in der Literatur, die Untersuchungsergebnisse 




Bcl-2 ist ein bekanntes Protoonkogen (Youle und Strasser 2008), das eine Expression 
bei ca. 40-80% der Brustkrebspatientinnen aufweist und auch in anderen 
Krebsgeweben aufzufinden ist (Yip und Reed 2008).  
Bcl-2 zeigt in den vorliegenden Korrelationen eine signifikant höhere Expression in den 
ERα positiven Gewebeproben im Vergleich zu den ERα negativen Proben. Dies lässt 
eine Interaktion zwischen dem Östrogenrezeptor bzw. dessen Signalwegen und von Bcl-
2 vermuten.  
Bereits in anderen Forschungsergebnissen wurde von einer Assoziation zwischen der 
Expression von Bcl-2 und der Expression der Hormonrezeptoren berichtet. Bcl-2 galt 
dabei als Marker für eine gute Prognose (Daidone et al. 1999; Silvestrini et al. 1996; 
Callagy et al. 2008; Dawson et al. 2010). Folgend wird vermutet, dass die Expression 
von Bcl-2 durch den Einfluss von Östrogenen reguliert werden könnte (Malamou-Mitsi et 
al. 2006; Gee et al. 1994). Durch die Hormonbindung an den Östrogenrezeptor wird die 
Transkription von verschiedenen östrogenabhängigen Genen aktiviert, darunter auch die 
des PR (Linke et al. 2006).  
Bei der Spearman-Rho-Korrelation stellen sich in dieser Arbeit signifikante Ergebnisse in 
der Korrelation des Bcl-2 mit den Varianten PRΔ3, PRΔ5, PRi45a, PRi45b, PRΔ2+3, 
PRΔ3+4, PRΔ4+5, PRΔ6+7, PRΔ3+4+5 und den Isoformen sowie dem panPR mit 
jeweils gleichgerichtetem Zusammenhang dar. Für den PR wurde bereits eine 
Assoziation mit Bcl-2 beschrieben. Bei ER-positiven Patientinnen, die sowohl PR als 
auch Bcl-2 exprimierten, konnte bereits ein besseres Outcome festgestellt werden. 




signifikant von den ER negativen Patientinnen (Linke et al. 2006). Diese Beobachtung 
hebt die Bedeutung des Zusammenhanges von PR und Bcl-2 hervor. Da sich in den 
vorliegenden Ergebnissen eine Korrelation zwischen Bcl-2 und einigen Spleißvarianten 
zeigt, könnten diese Kombinationen ebenfalls einen Einfluss auf das Outcome und die 
Prognose der Patientinnen haben, auch wenn diese zum Beispiel immunhistochemisch 
als PR negativ klassifiziert würden.  
Da sowohl die Expression des PR (Kastner et al. 1990) als auch die des Bcl-2 (Perillo et 
al. 2000) östrogenabhängig zu sein scheint, könnten beide als Marker für einen intakten 
Östrogen-Signalweg dienen und das Ansprechen auf eine Antiöstrogene Therapie mit 
Tamoxifen möglicherweise besser vorhersagen. Dem PR wurde bereits ein solcher 






STK-15 ist ein weiteres beschriebenes Onkogen, welches häufig in Brustkrebszellen 
überexprimiert wird und mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein scheint. 
STK-15 beschreibt eine Centrosom-assoziierte Kinase, welche in 
Mammakarzinomzellen zu einer Überexpression von Centrosomen und einer 
chromosomalen Instabilität zu führen scheint (Sen et al. 1997; Zhou et al. 1998). 
 In der vorliegenden Arbeit ist ein signifikanter Unterschied der Expressionswerte für 
STK-15 im Vergleich der Karzinom- mit den Normalgeweben festzustellen, mit höherer 
Expression im Karzinomgewebe. Dies scheint seine Rolle als Onkogen zu bestätigen.  
Ebenso stellt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der G1- und der G3-Gruppe 
dar, mit höherem Mittelwert innerhalb der G3-Gruppe. Dies unterstützt die Hypothese, 
dass es sich bei STK-15 um einen Marker für ein aggressiveres, fortgeschrittenes 
Tumorstadium handelt, wie es bereits in anderen Studien erwähnt wurde (Miyoshi et al. 
2001; Siggelkow et al. 2012). Im Vergleich der ERα positiven mit den ERα negativen 
Gewebe ist kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. 
Weiterhin lässt sich in eine negative Korrelation der PR-Isoformen mit dem Marker STK-
15 nachweisen. Dies stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien überein, in denen 
ebenfalls eine inverse Korrelation mit den Östrogen- und Progesteronrezeptoren 
beschrieben wurde (Miyoshi et al. 2001). Da die Hormonrezeptoren prädiktive 
Parameter für das Ansprechen auf eine endokrine Therapie darstellen, könnte eine 
Überexpression an STK-15 für eine Resistenz sprechen (Miyoshi et al. 2001). 
Möglicherweise könnten die Progesteronrezeptor-Spleißvarianten diese Hypothese 
widerlegen, da in dieser Arbeit keine signifikante Assoziation zwischen STK-15 und den 
untersuchten PR-Spleißvarianten gefunden werden konnte, sodass sich diese von den 
PR-Isoformen abgrenzen lassen. Es wäre möglich, dass Zellen mit Expression der 
Spleißvarianten dennoch auf eine endokrine Therapie ansprechen. Zur genaueren 






MYBL-2 gehört zur MYB-Familie der Transkriptionsfaktoren. Ein Einfluss von MYBL-2 
auf die Zellproliferation und das Überleben von Zellen durch die Regulation von z.B. Bcl-
2 als antiapoptotisches Gen wurde nachgewiesen (Sala 2005).  
MYBL-2 lässt in dieser Arbeit einen signifikanten Unterschied im Subgruppenvergleich, 
mit höheren Expressionswerten in der G3-Subgruppe als in der G1-Subgruppe, 
erkennen. Dies lässt sich mit der in der Literatur beschriebenen Assoziation von MYBL-2 
und einem höheren histologischen Grading in Einklang bringen (Tanner et al. 1995; 
Ginestier et al. 2006; Hodgson et al. 2003).  
Die signifikant höheren Expressionsmittelwerte in den Karzinomgeweben, im Vergleich 
zu den Normalgewebeproben, bestätigt seine Funktion als Onkogen (Shi et al. 2011). 
MYBL-2 scheint einer Regulation durch EGFR und E2F zu unterliegen. Eine Co-
Expression von EGFR und MYBL-2 wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben 
(Sorlie 2001; Nielsen et al. 2004). Ebenso ist ein Cross-Talk zwischen dem PR und EGF 
bekannt (Groshong 1997). Nach der Behandlung von Zellen mit Progestinen wurde hier 
eine erhöhte Sensibilität der Zellen für EGF mit nachfolgenden proliferativen Effekten 
nachgewiesen. Auch eine Interaktion von STAT5 und PR wurde beobachtet. STAT5 wird 
des Weiteren durch z.B. EGF aktiviert, sodass ein Cross-Talk des EGF und PR auf 
Ebene der STAT-5-Signalwege für möglich gehalten wird (Richer 1998). Die Expression 
von EGFR scheint durch Progestine hochreguliert zu werden (Musgrove et al. 1991; 
Murphy et al. 1988). Da eine Regulation des MYBL-2 durch EGFR angenommen wird 
(Hanada et al. 2006), legt dies den Verdacht auf eine positive Korrelation zwischen der 
Expression von PR und MYBL-2 nahe. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht 
bestätigt werden.  
Die Varianten PRΔ5, PRi45a, PRΔ4+5, PRΔ6+7, PRΔ3+4+5 sowie die Isoformen des 
PR zeigen eine signifikante negative Korrelation mit MYBL-2.  
Eine Vermutung wäre, dass diese Varianten den Progesteron-vermittelten Signalweg 
verändern oder einen Einfluss auf die Wirkung des wildtype-PR ausüben, sodass es zu 




in diesen komplexen Signalwegen besser darzustellen, sind weitere Studien notwendig, 
die eine Korrelation des EGFR mit den PR-Spleißvarianten sowie die Ansprechbarkeit 
der Spleißvarianten auf Progestine untersuchen. 
 
Cathepsin L2 
Cathepsin L2 gehört zu den proteolytischen Faktoren und spielt eine Rolle bei der 
Invasion von Tumorzellen.  
Die erhöhte Expression von Cathepsin in einem histologisch höherem Grading (Lah et 
al. 2000; Skrzypczak et al. 2012) kann durch den vorliegenden nachgewiesenen 
signifikanten Unterschied der Expression zwischen den G3 und G1-Tumorgeweben 
bestätigt werden.  
In anderen Studien wurde eine negative Korrelation zwischen dem Progesteronrezeptor 
und Cathepsin L2 beobachtet (Foekens et al. 1998; Thomssen et al. 1995). In der 
vorliegenden Arbeit zeigt sich mit den Isoformen des Progesteronrezeptors kein 
signifikanter Zusammenhang, aber ebenfalls ein negativ gerichteten 
Korrelationskoeffizient. Ein signifikanter negativer Zusammenhang ergibt sich für die 
Expression von Cathepsin L2 und die PR-Variante Δ 6+7 (rs = -0,3;  
p = 0,02). Möglicherweise war die gewählte Probenanzahl zu gering, um eine 
Signifikanz bei den anderen Spleißvarianten nachzuweisen.  
Da Cathepsine als zuverlässige Marker für eine schlechte Prognose bekannt sind 
(Foekens et al. 1998; Kos und Lah 1998), könnte eine niedrige Expression von PRΔ6+7 
womöglich deren Aussagewert als Prognosefaktor ergänzen. Umgekehrt wäre auch ein 
regulatorischer Einfluss von PRΔ6+7 auf die Expression der Cathepsine, z.B. über 
dessen Aktivatoren oder Inhibitoren, denkbar. Diesbezüglich sind weitere 






Stromelysin-3 gehört zur Gruppe der Matrix-Metalloproteasen. Diese sind für die 
Degradation von extrazellulären Matrixkomponenten zuständig und daher wichtiger 
Bestandteil der Embryogenese und des Gewebe-Remodelings. Die Degradation dieser 
Matrixkomponenten spielt daneben eine Rolle bei der Ausbreitung von Tumorzellen in 
die Umgebung und deren Metastasierung (Woessner 1991; Moscatelli und Rifkin 1988).  
Der Marker Stromelysin-3 ergibt innerhalb des Subgruppenvergleichs zwischen 
Karzinom- und Normalgewebe (Tabelle 26) keinen signifikanten Unterschied in der 
Expressionsstärke. Allerdings wurden hier lediglich die Werte der positiven 
Schmelzkurven miteinbezogen.  
In der Gruppe der Normalgewebe zeigt sich jedoch ein prozentuales Überwiegen an 
negativen Schmelzkurven (siehe Tabelle 25), während die Karzinomgewebeproben zu 
96,5% Stromelysin-3 exprimieren. Eine vermehrte Expression in Karzinomgewebe, wie 
es auch in der Literatur beschrieben wird, kann also dennoch bestätigt werden 
(Köhrmann et al. 2009, Basset et al. 1990). In endometrialem Gewebe wurde eine 
erhöhte Expression an Stromelysin-3 nachgewiesen, wobei Progesteron als Inhibitor 
dieses Prozesses fungiert (Itoh et al. 2012). Ebenso zeigen Brustkrebspatientinnen 
ohne PR eine erhöhte Expression an Stromelysin-3 (Cheng et al. 2010).  
In der hier vorliegenden Korrelation zeigt sich einzig ein gleichgerichteter signifikanter 
Zusammenhang in der Spearman-Rho-Korrelation mit der Variante PRΔ2 (rs = 0,35;  
p = 0,04). Da der PRΔ2 einen Verlust der DBD und HBD aufweisen dürfte, wird seine 
Funktion als aktiver PR als fragwürdig erachtet (Richer et al. 1998; Cork et al. 2008). Ein 
inhibitorischer Einfluss auf die Expression von Stromelysin-3 wäre somit ebenso 
fragwürdig, womit sich ein gleichgerichteter Korrelationskoeffizient vereinbaren ließe. 
Umgekehrt wäre ein regulatorischer, aktivierender Einfluss des PRΔ2 möglich.  
Des Weiteren wäre eine Analyse eines möglichen Zusammenhanges der Expression der 
PRΔ2-Variante mit Metastasierungsstadien interessant, da Stromelysin-3 ein Einfluss 
auf die Tumorprogression zugesprochen wird (Nöel et al. 1996; Noël et al. 2000). So 




Stromelysin-3 und der Aggressivität sowie Metastasierung von Tumoren (Cheng et al. 
2010). Hierbei scheint Stromelysin-3 unter anderem die Zellen vor programmiertem 
Zelltod zu schützen (Takeuchi et al. 2011). Außerdem scheint die Expression von 
Stromelysin-3 abhängig vom Reproduktionszyklus zu sein (Rodgers et al. 1994). 
Weitere Studien mit Einbezug des Zyklusstandes würden einen Zusammenhang 
vermutlich genauer darstellen können. 
 
Ki-67 
Ki-67 wird in der Therapie des Mammakarzinoms als Proliferationsmarker genutzt und 
ermöglicht die Zuordnung zu den verschiedenen molekularen Subtypen des 
Mammakarzinoms (Tabelle 1) mit hohem Index innerhalb des Luminal-B-Subtyps 
(Goldhirsch et al. 2011). Höhergradige DCIS-Tumore sind mit einer erhöhten Ki-67 
Expression assoziiert (Ringberg et al. 2001), während invasive lobuläre Karzinome eine 
niedrige Ki-67-Expression zeigen (Mathieu et al. 2004). In einigen Studien wurde eine 
positive Korrelation zwischen Ki-67 und dem Tumor-Grading nachgewiesen (Sahin et al. 
1991; Potemski et al. 2006; Rosa et al. 2008). Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit 
bestätigt diesen Zusammenhang.  
In der G3-Gruppe zeigt sich eine signifikant erhöhte Ki-67 Expression gegenüber der 
G1-Subgruppe (Tabelle 28). Lediglich der Vergleich der G3 ERα positiven und  G3 ERα 
negativen Subgruppe ergibt kein signifikantes Ergebnis. Dies könnte durch eine ERα-
Unabhängigkeit des Ki-67 bedingt sein. Jedoch muss bedacht werden, dass im ERα 
negativen Gewebe in dieser Arbeit häufig ERα-Positivität in der real time-PCR besteht. 
Die Analyse eines Zusammenhanges von Ki-67 mit den PR-Spleißvarianten ergibt kein 
statistisch signifikantes Ergebnis. In der Literatur gibt es bezüglich der Korrelation 
zwischen Ki-67 und dem Progesteronrezeptor kontroverse Resultate (Rosa et al. 2008; 






CyclinB1 hat als Komplex mit CDK1 eine Kontrollfunktion innerhalb des Zellzyklus und 
ist für die Initiation der Mitose notwendig (Pines und Hunter 1990). Eine Überexpression 
an Cyclin-B1 wurde bereits in verschiedenen Karzinomen beschrieben (Murakami et al. 
1999; Soria et al. 2000; Ikuerowo et al. 2006), so auch in Mammakarzinomgewebe 
(Chae et al. 2011). Während eine Studie mit geringer Probenanzahl keine Assoziation 
zwischen Cyclin-B1 und Grading, Tumorgröße, Nodalstatus sowie ER-Status fand 
(Winters et al. 2001), zeigten andere Studien mit größerem Probenumfang eine 
Assoziation einer hohen Cyclin B1 Expression mit hohem Grading, hohem Ki-67-Level 
und ER/PR-Negativität (Kühling et al. 2003, 2003; Aaltonen et al. 2009).  
In der vorliegenden Arbeit findet sich ein signifikanter Unterschied der CyclinB1-
Expression zwischen den G1- und G3-Geweben, sodass eine Assoziation zwischen 
erhöhter CyclinB1-Expression und höherem Grading ebenfalls plausibel erscheint.  
Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von CyclinB1 und 
panPR, bzw. den PR-Isoformen, wobei diese schwache negative 
Korrelationskoeffizienten aufweisen. Ein positiv gerichteter Zusammenhang ergibt sich 
mit der PR-Variante Δ7 (rs = 0,36; p = 0,01). Für PRΔ7 ist ein Verlust der LBD bei Erhalt 
der DBD, NLS, AF-1 und AF-1 Domänen wahrscheinlich, womit der Rezeptor womöglich 
einen hormonunabhängigen Einfluss auf die Progesteronrezeptoraktivität besitzt. Eine 
Interaktion durch Heterodimer-Bildung mit dem wild-type-PR wäre denkbar (Springwald 
et al. 2010).  
Aaltonen et al. propagiert einen prognostischen Wert des CyclinB1 in Bezug auf ein 
schlechteres OS (overall survival) und MFS (metastase free survival), der teils höher als 
der prädiktive Wert des PR oder HER2neu ausfällt. Immunhistochemische Analysen 
weisen eine Korrelation zwischen längerem OS und PR-Status nach (Elledge et al. 






Her2neu ist ein 185kDa Rezeptorprotein, welches durch das Gen 17q21.1 kodiert wird. 
Es besitzt eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivität und zeigt eine 50%ige Homologie mit 
dem EGFR (Coussens et al. 1985; Akiyama et al. 1986). Durch den Ras-MAPK-
Signalweg wird über den Her2neu-Rezeptor die Zellproliferation stimuliert und über den 
mTOR-Signalweg die Apoptose der Zellen gehemmt (Yarden und Sliwkowski 2001). 
Eine Überexpression des Her2neu-Gens wird durch immunhistochemische Färbungen 
und in Zweifelsfällen durch FISH (Floureszenz-in-situ-Hybridisierung) ermittelt und findet 
sich in etwa 20-30% der Mammakarzinome.  
Eine Überexpression ist mit einer schlechten Prognose, einem aggressiven Tumortyp 
sowie einem kürzeren Überleben assoziiert (Slamon et al. 1987; Slamon et al. 1989). 
Über den Her2neu-Rezeptor besteht eine Therapiemöglichkeit mit dem monoklonalen 
Antikörper Trastuzumab (Penault-Llorca et al. 2009). Für Trastuzumab wird sowohl als 
Monosubstanz als auch in Kombination mit Chemotherapeutika ein therapeutischer 
Nutzen beschrieben (Vogel 2002; Slamon et al. 2001). Dieser Benefit scheint eine 
positive Korrelation mit der Her2neu-Genamplifikation zu zeigen (Arnould et al. 2007). 
Andererseits ist eine Her2neu-Amplifikation mit einem schlechteren Ansprechen auf eine 
endokrine Therapie assoziiert (Wright et al. 1992), was jedoch in anderen Studien nicht 
bestätigt wurde (Yamashita et al. 2006). 
In dieser Arbeit weisen alle Karzinomgewebe eine Expression an Her2neu auf (siehe 
Tabelle 31). In der hier vorliegenden statistischen Analyse kann jedoch kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Expressionswerten der Karzinom- und der Normalgeweben 
festgestellt werden (Tabelle 32). Nur 20-30% der Brustkrebspatientinnen zeigen eine 
Überexpression von Her2neu auf Proteinebene (Slamon et al. 1989). Eine Definition der 
Überexpression auf Genebene scheint derzeit nicht zu existieren.  
Eine positive Spearman-Korrelation zeigt sich zwischen Her2neu und den Varianten 
PRΔ2, PRΔ5, PRi45a, PRi45b, PRΔ2+3, PRΔ4+5 und PRΔ6+7, sowie der Isoform PRB 
und dem panPR. In der Literatur wurden bereits Interaktionen zwischen den Progestin- 
und HRG/erbB-2 Signalwegen beschrieben. Hergulin (HRG) fungiert als Ligand der erB-




transkriptionelle Aktivität von Steroidhormonrezeptoren, so auch die des 
Progesteronrezeptors, durch erbB-Signalwege ligandenunabhängig induziert werden 
können (Labriola et al. 2003; Zhang et al. 1994). Des Weiteren wurde eine mögliche 
Aktivierung der ErbBs durch PR diskutiert (Balañá et al. 1999; Daniel et al. 2007).  
Eine weitere Interaktion innerhalb des PR/erbB-Cross-Talks wurde über Stat3 (signal 
transducer and activator of transcription) beschrieben, welcher bedeutend für das 
Tumorwachstum ist (Proietti et al. 2005; Proietti et al. 2009; Beguelin et al. 2010). Es 
wäre daher denkbar, dass den PR-Spleißvarianten ebenfalls eine Rolle innerhalb dieser 
Signalwege zu Gute kommt. Ebenso könnten diese Signalwege eine weitere 
Therapieoption darstellen (Proietti et al. 2009), die in einer Blockade von PR zur 
Hemmung der PR/erbB2/Stat-Interaktion besteht und damit die Progression des PR-
positiven/erbB-positiven Tumors einschränken könnte. Ein besseres Verständnis über 
die Rolle der Spleißvarianten des Progesteronrezeptors, welche in dieser Arbeit 
signifikant mit der Expression von Her2neu korrelieren, könnte eine solche Therapie 







P21/WAF ist ein unspezifischer Inhibitor von CDKs (cyclin-dependent-kinases) (Xiong et 
al. 1993) und hemmt die Progression im Zellzyklus (Waldman et al. 1995). Das 
Tumorsuppressorgen p53 spielt als Transkriptionsfaktor für WAF eine Rolle. Durch die 
Bindung von p53 an die Promotorregion wird die Transkription von WAF hochreguliert 
(el-Deiry et al. 1993). Die Funktionen von p21/WAF sind komplex. So wurde sowohl eine 
Funktion als Tumorsuppressor als auch als Onkogen beschrieben (Abbas und Dutta 
2009). 
Neuere Studien konnten eine Interaktion zwischen ERα und p53 nachweisen: ERα 
bindet an p53 und hemmt die Transkriptionsaktivität von p53. Dazu zählen der durch 
p53 hervorgerufene Zellzyklusarrest sowie die durch p53 verlinkte Apoptose (Liu et al. 
2009; Sayeed et al. 2007; Liu et al. 2006).  
Die Subgruppenvergleiche G1 ERα positiv/G3 ERα negativ und G3 ERα positiv/G3 ERα 
negativ sind in der vorliegenden Untersuchung durch signifikante Unterschiede 
gekennzeichnet mit höheren Expressionswerten in den ERα positiven Proben. Dies 
wäre vereinbar mit einer Interaktion zwischen p21/WAF und ERα, z.B. über p53. Da 
Mutationen im p53-Gen und andere Abweichungen innerhalb des Signalweges ebenfalls 
einen Einfluss auf die Karzinogenese des Brustkrebses haben (Lacroix 2006), wäre in 
zukünftigen Untersuchungen zusätzlich die Expression von p53 und deren 
Wechselwirkung mit der Expression von p21/WAF interessant. 
Im Vergleich der Karzinom-/Normalgewebe resultiert kein signifikanter Unterschied, 
jedoch zeigt sich innerhalb der Karzinomgruppe ein deutlich größerer Anteil an  
Expressionen von p21/WAF gegenüber der Normalgewebegruppe. 
Kein signifikanter Zusammenhang liegt innerhalb der Analyse der p21/WAF-Expression 







GRB7 ist ein Signalmolekül, welches eine Bindung mit einer großen Zahl von Rezeptor-
Tyrosinkinasen eingehen und von diesen aktiviert werden kann, so z.B. auch durch 
EGFR und Her2 (Margolis et al. 1992). Es wird eine Co-Amplifikation und feste Bindung 
mit Her2 und eine Überexpression in Brustkrebszellen beschrieben (Stein et al. 1994). 
GRB-7 wird eine Rolle im Rahmen der Zellmigration sowie Tumorprogression 
zugesprochen (Han et al. 2001, 2000).  
Des Weiteren ist eine Interaktion mit Calmodulin, einem calciumbindenden 
regulatorischen Protein, beschrieben, welches an der hohen Motilität von 
Karzinomzellen beteiligt zu sein scheint (Li et al. 2005). Es wurden Spleißvarianten für 
GRB-7 entdeckt (Daly 1998) und die Möglichkeit einer Interaktion mit sich selbst oder 
anderen Mitgliedern der GRB-7 Familie über Homo-/Hetero-/Dimer-/Oligomer-Bildungen 
beschrieben (Dong et al. 1998). Die Signalwege und Interaktionen scheinen sehr 
umfangreich zu sein.  
In der vorliegenden Arbeit findet sich eine signifikante positive Korrelation der 
Expression von GRB-7 mit PRΔ5. Diese PR-Variante korreliert ebenso hoch signifikante 
mit Her2neu, sodass ein Zusammenhang des PRΔ5 und der gemeinsamen 
Signalkaskade von Her2neu und GRB-7 (Alpy et al. 2003) denkbar wäre. In diesem 
Zusammenhang könnte eine Bedeutung der Spleißvariante PRΔ5 innerhalb der 







CD68 ist ein Oberflächenmolekül, das als „cluster of differentiation“ den Makrophagen 
zugeordnet ist. Neben genetischen und epigenetischen Veränderungen von Genen, die 
für die normale epitheliale Zellproliferation, Zelldifferenzierung und -polarität des 
Brustgewebes wichtig sind, wird auch ein Einfluss von Interaktionen zwischen Tumor- 
und umgebenden Stromazellen auf den Prozess der Tumorprogression und der 
Metastasierungsfähigkeit dargelegt (DeNardo und Coussens 2007). Tumorassoziierte 
Makrophagen können bis zu 50% der Tumormasse ausmachen (Mahmoud et al. 2012).  
Des Weiteren wird eine Assoziation zwischen der Makrophagendichte und dem 
Tumorgrading beschrieben, wohingegen der Makrophagenzahl kein prognostischer Wert 
zugesprochen wird (Mahmoud et al. 2012; Eiró et al. 2012).  
Innerhalb der vorliegenden Auswertung ergeben sich keine signifikanten Unterschiede 
der Expression von CD 68 innerhalb der Subgruppenvergleiche (Tabelle 38). Es zeigt 
sich eine negative Korrelation mit PRΔ3 (rs = -0,46; p = 0,00) sowie eine positive 
Korrelation mit PRΔ2+3 (rs = 0,37; p = 0,01). Bereits beschrieben wurde eine Assoziation 
zwischen CD68 und negativem PR-Status (Mahmoud et al. 2012), jedoch im Rahmen 
immunhistochemischer Nachweise. Das Exon 3 codiert für den zweiten Zinkfinger der 
DBD (Misrahi et al. 1993). Gleichermaßen codiert Exon 2 für den ersten Zinkfinger der 
DBD und könnte mittels Leserahmenverschiebung zu einem Protein ohne LBD führen 
(Richer et al. 1998). Die beiden Varianten könnten also durch Interaktionen einen 
Einfluss auf die wildtype-PR-Expression haben und zu einem immunhistochemisch 
negativen PR-Status führen oder auch direkt die CD-68 Expression beeinflussen.  
Die Ligandenbindung könnte dabei als Unterscheidungsmerkmal der beiden Varianten 
eine besondere Rolle spielen und die unterschiedlich gerichteten 
Korrelationskoeffizienten erklären. Ein Vergleich der Expressionen sowohl auf 
molekularer als auch zellulärer Ebene könnte einen derartigen Einfluss besser 
definieren. Da Makrophagen sehr komplexe Funktionen ausüben, wäre auch eine 
genauere Untersuchung eines Zusammenhanges im Hinblick auf verschiedene 




Makrophagen als therapeutisches Target im Rahmen der Tumortherapie beschäftigt 
(Robinson et al. 2003; Vukanovic und Isaacs 1995). 
 
BAG-1  
BAG-1 kodiert für eine Familie von Cochaperon-Proteinen und interagiert mit einer 
großen Anzahl von Hitzeschockproteinen und nukleären Hormonrezeptoren (Townsend 
et al. 2005). Die Überexpression von BAG-1 geht mit einer Suppression von Caspase-
Aktivitäten und Apoptose einher. Die Caspaseaktivität wird therapeutisch genutzt, indem 
sie durch verschiedene Chemotherapeutika oder eine Radiatio induziert wird (Takayama 
und Reed 2001; Höhfeld 1998).  
Die BAG-1- Expression lässt in dieser Arbeit signifikante Unterschiede im 
Subgruppenvergleich bezüglich der ERα positiven und negativen Subgruppen erkennen, 
mit höherer Expression innerhalb der ERα positiven Proben (Tabelle 40). Eine Co-
Expression von BAG-1 mit ER und PR wurde bereits beschrieben (Nadler et al. 2008). 
BAG-1 erhöht die ER-abhängige Transkription (Cutress et al. 2003), damit also auch die 
ER-abhängige Transkription des PR. Die statistische Analyse lässt signifikante 
Zusammenhänge mit 75% der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Spleißvarianten 
erkennen (Tabelle 40), was die genannte ER/PR-Assoziation bestätigt. Dennoch wäre 
es aufschlussreich, inwieweit sich die nicht-korrelierenden Spleißvarianten PRΔ2, PRΔ3 
und PRΔ3+4+5+6 dieser Assoziation entziehen. Von Interesse ist, dass Bcl-2 ebenfalls 
in 75% der Fälle eine Korrelation aufweist (Tabelle 18), PRΔ2 und PRΔ3+4+5+6 
ausgeschlossen. In diesem Zusammenhang ist die beschriebene Assoziation von BAG-
1 mit Bcl-2 in der Suppression der Apoptose zu beachten (Roth et al. 2000; Takayama et 
al. 1995), welche ebenfalls innerhalb der Mammakarzinome eine Rolle spielen könnte. 
Möglicherweise besitzt die Expression von BAG-1 (Cutress et al. 2003) in Kombination 
mit den Progesteronrezeptor-Spleißvarianten einen höheren Wert als Prädiktor für das 






SCUBE-2 stellt ein membranassoziiertes Protein mit mehreren Domänen dar (Lin et al. 
2011), das zuerst in Gefäßendothelien entdeckt wurde (Yang et al. 2002). Eine 
Expression wurde zudem innerhalb von invasivem Brustkrebsgewebe detektiert (Paik et 
al. 2004; van 't Veer et al. 2002; Cheng et al. 2009) und geht mit einem besseren 
klinischen Outcome einher (Cheng et al. 2009).  
Innerhalb der Subgruppenvergleiche ergibt sich für SCUBE-2 in der vorliegenden Arbeit 
ein möglicher Zusammenhang mit dem ERα-Status, da ein signifikanter Unterschied 
zwischen den ERα positiven und negativen Subgruppen zu sehen ist, mit höherem 
Expressionswert innerhalb der ERα positiven Gruppe (Tabelle 42). Des Weiteren besitzt 
die ERα negative Subgruppe einen deutlich größeren Anteil an negativen Proben 
(Tabelle 45).  
Innerhalb der Korrelationstestung lässt sich für alle Spleißvarianten des PR bis auf 
PRΔ2 und PRΔ2+3 ein gleichgerichteter signifikanter Zusammenhang erfassen. In der 
Literatur wurde für SCUBE-2 bisher nur eine negative Assoziation mit der PR-
Expression geschildert, allerdings nach immunhistochemischer Bestimmung (Cheng et 
al. 2009). Dies könnte durch eine Interaktion auf Proteinebene, ein Überwiegen der 
immunhistochemisch nicht erfassten Spleißvarianten oder eine Verbindung dieser mit 
dem PR bedingt sein.  
Bei höheren PR-Level ist ein besseres Outcome der Patientinnen beschrieben (Elledge 
et al. 2000), vor allem in Kombination mit einem ER-positiven Status (Linke et al. 2006). 
Der PR- und SCUBE-2 Status könnten einen gemeinsamen prädiktiven Wert besitzen. 
Möglicherweise spielt Exon 2, welches für die DBD kodiert (Horwitz 1992), für diese 
Korrelation eine wichtige Rolle. Weitere Untersuchungen sind nötig, um eine solche 






E-Cadherin gehört zu den Calcium-abhängigen Glykoproteinen, die für Zell-Zell-
Kontakte wichtig sind und in den meisten normalen Epithelgeweben exprimiert werden 
(Takeichi 1991; Berx et al. 1995). Der Verlust von E-Cadherin führt zur Dedifferenzierung 
ist mit der Invasivität von Tumoren assoziiert (Frixen et al. 1991). Auch in invasiven 
lobulären Brustkrebsgeweben kann ein Verlust von E-Cadherin nachgewiesen werden 
(Wahed et al. 2002; Acs et al. 2001).  
Während in der Literatur eine Assoziation mit dem histologischen Grading der Tumoren 
beschrieben wird (Gamallo et al. 1993), ergibt sich in dieser Arbeit kein statistischer 
Unterschied zwischen der G1- und G3-Subgruppe (Tabelle 44). Dies könnte durch eine 
zu kleinen Probenanzahl bedingt sein, wie es auch in einer anderen Studie der Fall war 
(Nurismah et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit lässt sich ein signifikanter Unterschied 
zwischen der ERα positiven und negativen Subgruppen erkennen. Dies lässt sich mit 
der Feststellung vereinen, dass der Verlust an E-Cadherin mit ER-Negativität assoziiert 
ist (da Silva et al. 2010). Eine frühere Studie bewertet den Einfluss von Tamoxifen auf 
die durch E-Cadherin hergestellte Zelladhäsion als positiv (Bracke et al. 1994), während 
eine neuere Studie einen negativen Effekt auf die Invasion von Brustkrebszellen durch 
Tamoxifen bei schlechten Zell-Zell-Kontakten nachweist (Borley et al. 2008). Dies könnte 
bedeuten, dass der Nutzen einer Tamoxifentherapie an die E-Cadherin-abhängigen 
Zellkontakten gebunden ist. 
In der vorliegenden Auswertung finden sich positive Korrelationen der E-Cadherin-
Expression mit PRΔ5, PRi45a, PRΔ2+3, PRΔ4+5, PRΔ6+7, den Isoformen sowie 
panPR. Es wäre also ein Zusammenhang zwischen der Expression von E-Cadherin und 
verschiedenen PR-Spleißvarianten denkbar, da beide mit dem ER-Status assoziiert sind 
(Horwitz und McGuire 1975; Fujita et al. 2003). Dies könnte einen zusätzlichen 






Der Verlust der Heterozygotie (LOH) im Chromosom 10q23 ist bei vielen Arten von 
Karzinomen zu beobachten. PTEN wird von diesem Genlocus kodiert und besitzt eine 
Rolle als Tumorsuppressorgen (Li et al. 1997). Eine LOH des PTEN wurde bisher in 
etwa 30-40% von Brustkrebsgeweben beschrieben (Garcia et al. 1999; Feilotter et al. 
1999).  
Die Subgruppenvergleiche dieser Arbeit verzeichnen einen signifikanten Unterschied 
zwischen den Expressionswerten innerhalb der Normalgewebe und Karzinomgewebe 
mit höherem Mittelwert in den Normalgeweben. Dies bestätigt die bereits beobachtete 
erniedrigte immunhistochemische PTEN-Expression innerhalb von Brustkrebsgewebe 
innerhalb anderer Studien (Bose et al. 2002; Tsutsui et al. 2005). 
Während PTEN als Inhibitor des PI3K/Akt-Signalweges fungiert, führt eine Mutation im 
PTEN-Gen zur Aktivierung des Akt-Signalweges (Stambolic et al. 1998). Die Aktivierung 
von Akt ist wiederum mit einem schlechteren Outcome im Rahmen einer endokrinen 
Therapie assoziiert (Pérez-Tenorio und Stål 2002; Kirkegaard et al. 2005). Patientinnen 
mit negativem Akt-Status profitieren hingegen von einer endokrinen Therapie (Stål et al. 
2003). Weiterhin wird eine Assoziation der Aktivierung von Akt mit einer erhöhten 
Aktivität des ER, jedoch reduziertem Level und Aktivität des PR, geschildert (Cui et al. 
2003). Dies lässt vermuten, dass erniedrigte Expressionen an PTEN mit einer 
Aktivierung des Akt-Signalweges einhergehen und damit zur reduzierten Aktivität und 
Expression des PRs führen.  
Ähnlich der Korrelationsergebnisse von SCUBE-2 zeigt sich eine positive, 
gleichgerichtete, signifikante Korrelation von PTEN mit allen Spleißvarianten bis auf 
PRΔ2 und PRΔ2+3. Somit könnten die Expressionslevel der PR-Spleißvarianten die 







GSTM-1 gehört zur Familie der Glutathion-S-Transferasen, welche wichtige Enzyme in 
der Detoxifikation von organischen Stoffen darstellen (Mishra et al. 2011). Einige 
Studien belegen die Bedeutung der Glutathion-S-Transferasen in der Resistenz 
gegenüber einer Chemotherapie (Schisselbauer et al. 1990; Tew 1994; Morrow et al. 
1998). 
In der vorliegenden Arbeit kann eine Korrelation gleicher Richtung zwischen GSTM-1 
und den PR-Varianten PRΔ2, PRΔ5, PRi45a, PRΔ3+4, PRΔ6+7 und PRΔ3+4+5, sowie 
den PR-Isoformen erfasst werden. Trotz intensiver Recherche konnte in der 
einschlägigen Literatur bisher keine Assoziation zwischen GSTM-1 und dem 





 6.7 „Matched Pairs“ 
Innerhalb der Varianten PRΔ7, PRΔ6+7 und den PR-Isoformen kann eine signifikante 
Disparität der zentralen Tendenz zwischen den Karzinom- und Normalgewebeproben 
festgestellt werden, mit höheren Werten in der Karzinomgruppe. Auffällig ist hier die 
Exon 7-Deletion, die diesen beiden PR- Spleißvarianten gemein ist. Daher stellt sich die 
Frage, ob die Exon 7-Deletion eine Rolle in der Karzinogenese spielt. Beide 
Spleißvarianten zeigen verfrühte Stopp-Codons in Exon 8 und kodieren für Proteine, 
denen eine funktionelle LBD fehlt, während die anderen Domänen vorhanden sind.  
Diese Rezeptoren könnten also kein Östrogen binden, aber dennoch in einer 
hormonunabhängigen Weise interagieren, da die Fähigkeit zur DNA-Bindung und 
Dimerisierung weiterhin bestünde (Springwald et al. 2010). Für die PR-Variante Δ6, 
welche in dieser Arbeit aufgrund negativer Proben nicht weiter untersucht wird, ist 
bereits eine solche Interaktion bekannt. PRΔ6 scheint ebenfalls keine funktionelle LBD 
zu besitzen. Dieser Variante wird eine inhibitorische Wirkung auf die Bindung des 
wildtype PRs an PREs zugesprochen (Richer et al. 1998).  
Da alle anderen in dieser Arbeit untersuchten PR-Spleißvarianten eine funktionelle LBD 
besitzen, wäre eine karzinomgebundene Interaktion durchaus denkbar. Eine Interaktion 
der PRΔ7 und PRΔ6+7 Varianten mit dem wildtype PR, beispielsweise innerhalb der 
PREs, müsste jedoch in weiteren Studien auf Proteinebene untersucht werden. Würden 
diese Varianten eine Blockade der Bindung des wildtype-PR an PREs verursachen, 
wäre ein Nichtansprechen auf eine endokrine Therapie trotz PR-positiver Klassifikation 
möglich (Richer et al. 1998), wie es bei ungefähr 30% der PR-positiven Tumoren der 
Fall ist (McGuire et al. 1986).  
Auch für die PR-Isoformen lässt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 
Karzinom- und den Normalgewebeproben nachweisen. Bereits das erhöhte Risiko durch 
eine kombinierte Hormonersatztherapie im Vergleich zu einer alleinigen Östrogen-
Therapie bringt die bedeutende Rolle der Progesteron-Signalwege in der Entwicklung 





Innerhalb von Studien konnte ein Überwiegen des PR-A innerhalb der PR-A/PR-B Ratio 
in Karzinomgeweben nachgewiesen werden (Graham et al. 1995; Graham et al. 2005). 
Aufgrund der erhöhten Expression der PR-Isoformen innerhalb der Karzinomgewebe in 
der vorliegenden Arbeit kann eine Bedeutung der Signalwege über diese Rezeptoren 
innerhalb der Karzinogenese vermutet werden.  
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 7. Zusammenfassung und Ausblick 
Der Progesteronrezeptor spielt eine wesentliche Rolle innerhalb der prädiktiven und 
prognostischen Erwägungen bei der Therapie des Mammakarzinoms (Ravdin et al. 
1992; Hammond et al. 2010; Bardou 2003). Wie geschätzte 60% der menschlichen 
Gene (Lander et al. 2001), wird auch das PR-Gen durch alternatives Spleißen in 
verschiedene mRNAs umgeschrieben, aus denen unterschiedliche Rezeptorproteine 
hervorgehen, die durch veränderte Aminosäuresequenzen einen Verlust oder Zugewinn 
an Funktionen aufweisen (Cork et al. 2008).  
Der Hormonrezeptor-Status wird derzeit durch immunhistochemische Nachweise mittels 
N-Terminal-gerichteter Antikörper ermittelt (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et 
al. 2012; Hanley et al. 2009), welche jedoch weder alle Spleißvarianten des 
Progesteronrezeptors erfassen noch zwischen diesen unterscheiden können (Richer et 
al. 1998). So werden vermutlich Patientinnen als PR negativ klassifiziert, die solche 
Rezeptorvarianten exprimieren und daher auf eine endokrine Therapie ansprechen 
könnten.  
Innerhalb dieser Arbeit konnte die Expression von vielen PR-Spleißvarianten (Abbildung 
6-8) in den untersuchten Geweben nachgewiesen werden. Es zeigt sich ein Überwiegen 
innerhalb der ERα positiven Subgruppen, wahrscheinlich durch die ER-abhängige 
Transkription des PR bedingt (Horwitz und McGuire 1975). Unterstützend zu dieser 
Annahme ergibt sich eine gleichgerichtete Korrelation aller Varianten mit der Expression 
von panER. Weitergehend besitzen alle Spleißvarianten eine gleichgerichtete 
Korrelation mit dem panPR, sodass eine prognostische und prädiktive Aussagekraft 
ebenfalls für die Spleißvarianten angenommen werden kann.  
Mehr als dreiviertel der immunhistochemisch als ERα negativ klassifizierten 
Karzinomgewebe zeigen in dieser Arbeit eine Expression an panERα mittels real time-
PCR. Da bereist Spleißvarianten des ERα bekannt sind (Poola und Speirs 2001; 
McGuire et al. 1991), wäre eine Gegenüberstellung der Expression dieser Varianten und 
eine Untersuchung auf Zusammenhänge mit den Progesteronrezeptor-Spleißvarianten 
empfehlenswert.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit präsentieren des Weiteren zahlreiche 
Korrelationsergebnisse zwischen der Expression von PR-Spleißvarianten und 
verschiedenen biologischen Markern (Tabelle 49 und 50). Untersuchungen auf 
Proteinebene und eine Gegenüberstellung der Ergebnisse könnten zu einem besseren 
Verständnis beitragen.  
Weiterhin wären Studien mit größeren Probenumfängen sinnvoll, um die hier gefunden 
Korrelationen zu bestärken. 
Diese Arbeit unterstützt somit die Annahme, dass mit steigendem Verständnis über die 
Interaktionen und das Auftreten von Progesteronrezeptor-Spleißvarianten, die prädiktive 
und prognostische Aussagekraft des Hormonrezeptorstatus verbessert, eine Über- oder 
Untertherapie von Patientinnen in Zukunft vermieden und die individualisierte Therapie 
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 10. Abkürzungsverzeichnis 
Dscam  down syndrome cell adhesion molecule 
HDAC1  histone deacetylase 1 
NCoR   nuclear receptor corepressors  
AF   activation factor 
AG-Dinukleotid Adenin/Guanin-Dinukleotid 
AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen 
Fachgesellschaften 
BAG-1  BCL2-associated athanogene 
Bcl-2   B-cell lymphoma 2 
BRCA   Breast Cancer 
BUS   B-upstream-Segment 
cDNA   complementary desoxyribonucleic acid 
Ct-Wert  cycle treshold Wert 
DBD   DNA binding domane 
DCIS   Ductal Carcinoma in Situ 
AU Dinukleotid Adenin/Uracil-Dinukleotid 
AC Dinukleotid Adenin/Cytosin-Dinukleotid 
EGFR   Epidermal growth factor receptor 
ER   Östrogenrezeptor 
erbB   siehe Her2 
FISH   Floureszenz in situ Hybridisierung 





HBD   Hormon-Bindungs-Domäne 
Her2   human epidermal growth factor receptor 2/erbB 2 
HRG   Hergulin 
hnRNPs  heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
ID   inhibitorische Domäne 
LBD   ligand binding domane 
LOH   Loss of heterozygosity 
MFS   metastase free survival 
MIB-1   Mind bomb-1 
mTOR  mammalian target of rapamycin 
Mybl-2  v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2 
NLS   nuclear location signal 
NTD   N-terminale-Domäne 
OS   overall survival 
PAI-1   Plasminogenaktivatorinhibitor-1 
PCR   polymerase chain reaction 
PR   Progesteronrezeptor 
Prä-mRNA  präkursorische mRNA 
PRE   progesterone responsive elements 
PTEN   Phosphatase and tensin homologe 
Ras   Rat sarcoma 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
SCUBE-2 Signal peptide-complement proteins C1r/C1s, Uegf, and Bmp1-EGF 




SF   Spleißfaktoren 
Stat3   signal transducer and activator of transcription 
STAT   signal transducers and activators of transcribtion 
STK-15  serine/threonine kinase-15 
TBE-Puffer  Tris/Borsäure/EDTA 
uPA   urokinase-type plasminogen activator 
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